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Mikroskopsko kvantitativno vrednotenje analize FISH je zamudna, naporna in za napake 
dovzetna metoda, ki zahteva vsaj dva usposobljena preiskovalca. Pri velikem številu 
vzorcev bi bilo smiselno v vsakdanjo prakso uvesti avtomatsko štetje, kar je izvedljivo s 
pomočjo ustrezno programsko opremljenega motoriziranega fluorescenčnega mikroskopa. 
Namen našega dela je bila primerjava rezultatov analize FISH, ki jih dobimo z ročnim 
mikroskopskim pregledom, z rezultati, ki jih dobimo s pomočjo avtomatskega štetja. 
Določili smo praţne vrednosti za avtomatsko analizo za nekatere sonde in določili 
parametre kontrole kakovosti pri avtomatski analizi FISH. Preverili smo tudi ponovljivost 
avtomatskega vrednotenja in primerjali čas analize med ročnim in avtomatskim štetjem. 
V raziskavo smo vključili 85 preparatov, vzorci so pripadali 55-im bolnikom. Vzorce smo 
nacepili na gojišča, jih gojili 24–72 ur, nato smo celice izolirali. Vzorce smo nanesli na 
objektna stekla, jih označili z različnimi DNA-sondami in izvedli preiskavo FISH. 
Preparate smo vrednotili najprej ročno, nato pa še avtomatsko. 
Ugotovili smo, da lahko uporabimo le sonde, s katerimi ugotavljamo pomnoţitev ali 
izgubo signalov in še te z določenimi omejitvami. Pri določenem deleţu pozitivnih 
signalov moramo namreč s pomočjo programske opreme ročno prerazporediti celice glede 
na vzorec signalov, da bi lahko potrdili ali ovrgli prisotnost kromosomske spremembe. 
Avtomatsko štetje pravilno prepozna okoli 75–85 % celičnih jeder, medtem ko jih moramo 
okoli 15–25 % prerazporediti. Deleţ nerazporejenih oziroma izključenih celic je različen, 
odvisno od tega ali so prisotni dodani razredi razporeditve ali ne. Brez dodanih razredov 
jih je okoli 15 %, drugače pa precej več. Pri pozitivnih vzorcih med ročnim in avtomatskim 
načinom štetja ni statistično značilnih razlik (p > 0,05), korelacija med različnima 
načinoma štetja pa je večinoma zelo dobra do odlična. Translokacijskih in razcepnih sond, 
kjer nastane ali pa se razcepi zliti signal (fuzija), nismo uspeli validirati, saj avtomatskemu 
štetju teţave povzročajo ţe negativni (normalni) preparati. Zaradi tega smo navedli tudi 
moţne vzroke in moţne rešitve. Ponovljivost avtomatskega vrednotenja, tako ponovljivost 
celotne analize kot tudi samega štetja je ustrezna, prav tako je s hitrostjo analize, ki je med 
ročnim vrednotenjem in avtomatskim štetjem primerljiva. V vsakdanjo prakso bi bilo torej 




The microscopic quantitative evaluation of the FISH analysis is a time-consuming, fatigue 
and error-prone method that requires at least two qualified investigators. For a large 
number of samples, it would be sensible to introduce automatic counting into the routine, 
which is possible using a motorized fluorescence microscope with appropriate software. 
The purpose of the study was to compare the results of the FISH analysis obtained by 
manual microscopic examination with the results obtained by automatic counting. For 
some DNA probes cut-off values for automatic analysis and quality control parameters for 
automatic FISH analysis were determined. The repeatability of automatic evaluation and 
comparison of the speed of analysis between manual and automatic counting were also 
observed. 
The study included 85 slides, with samples belonging to 55 patients. Samples were 
harvested after 24–72 hours cultivation. Samples were applied to object glasses, labeled 
with different DNA probes, then the FISH investigation was conducted. The slides were 
first evaluated manually and then automatically. 
It was observed that only probes which detected signals amplification or loss can be used 
and even those with certain limits. For some proportion of positive signals, software has to 
be used to manually reallocate cells according to the pattern of signals to confirm or reject 
the presence of a chromosomal rearrangement. Automatic counting correctly identifies 
about 75–85 % of cell nuclei, while we need to reallocate about 15–25 %. The proportion 
of unallocated (excluded) cells is different depending on the presence of the added 
allocation classes. Without added classes, the proportion is about 15 %, otherwise much 
more. There are no statistically significant differences between methods in positive 
samples (p > 0.05). Correlation between manual and automatic method of counting is 
mostly very good to excellent. It was not possible to validate the translocation and break-
apart probes, because automatic counting already had difficulties caused by negative 
(normal) slides. Possible causes and possible solutions for this are listed in the study. 
Reproducibility of automatic evaluation, both the reproducibility of the entire analysis as 
well as the counting itself is appropriate. This is also true for the speed of analysis which is 
completely comparable between manual evaluation and automatic counting. Therefore, 
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only for probes with numerical changes of signals it would be sensible to introduce 
automatic counting into the routine. 
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Razvoj citogenetike se je pričel davnega leta 1842 z odkritjem kromosomov pri rastlinah in 
nekaj desetletij pozneje še pri ţivalih. Da človeška celica vsebuje 46 kromosomov, sta Tijo 
in Levan odkrila šele leta 1956, nato so v naslednjih letih lahko opredelili kar nekaj 
sindromov, povezanih s številčnimi kromosomskimi spremembami, odkrili pa so tudi 
kromosom Philadelphia pri kronični mieloični levkemiji. V poznih 60. letih Caspersson 
razvije tehniko proganja, ki omogoči prepoznavanje strukturnih sprememb kromosomov, 
zato se uvede razporeditev kromosomov, namenjena njihovemu prepoznavanju, imenovana 
idiogram (1). 
Začetki molekularne citogenetike se pričnejo leta 1980 z odkritjem tehnike, imenovane 
fluorescenčna in situ hibridizacija (FISH), kjer se uporabljajo fluorescenčno označene 
sonde, ki hibridizirajo na tarčno zaporedje DNA v celičnem preparatu. V nadaljnih letih je 
FISH dobila kar precej različnih podtehnik, ki se razlikujejo glede na zaporedja in 
označevanja sond, ter uporabe sond v kombinaciji (WCP sonde, spektralna kariotipizacija, 
primerjalna genomska hibridizacija...) (1,2). 
Napredek na področju molekularne citogenetike v zadnjih letih predstavljajo predvsem 
avtomatski sistemi za štetje preparatov FISH in tehnika virtualne kariotipizacije (1). 
1.1 FLUORESCENČNA IN SITU HIBRIDIZACIJA 
Fluorescenčna in situ hibridizacija (FISH) je molekularno-citogenetska tehnika, s katero 
lahko zaznamo majhne kromosomske nepravilnosti, ki jih ni mogoče oceniti s standardno 
citogenetsko preiskavo (kariotipizacijo), ali v primeru, če v vzorcu ni prisotnih mitotskih 
celic (3). Velika prednost je torej, da za analizo FISH lahko uporabimo interfazne celice, 
kar pomeni, da gojenje celic ni potrebno, poznati moramo le tarčne gene celic. FISH 
odlikuje tudi visoka občutljivost, rezultat pa je podan kvantitativno (4). 
V klinični diagnostiki je FISH zelo razširjena in uporabna tehnika, saj raziskovalcem na 
področju hematologije, onkologije, nevropatologije, predrojstvene diagnostike, diagnostike 
duševnih zaostalosti, itd... omogoča hitro identifikacijo kromosomskih nepravilnosti po 
celotnem genomu (4,5). Rezultat analize FISH izboljša diagnostično in prognostično 
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točnost, omogoča preverjanje terapevtske odzivnosti in dodatno raziskavo kromosomskih 
nepravilnosti, ki spodbujajo razvoj in napredovanje bolezni (3,4). 
1.1.1 Princip preiskave FISH 
FISH temelji na komplementarni naravi dvojne vijačnice DNA. Poznano in izolirano 
specifično zaporedje baznih parov imenujemo tarčna DNA. Komplementarni fragment 
DNA, ki se natančno prilega na tarčno DNA, pa je sonda (4). Sonde so lahko indirektno 
označene (s haptenom, ki ga fluorescenčno označimo kasneje v postopku) ali pa direktno s 
fluorofori (6). Dandanes se pogosteje uporablja metoda z direktno označenimi sondami 
(slika 1), saj se takšna sonda bolj specifično veţe in zato je moteče ozadje zmanjšano. 
Najprej poteče denaturacija, kar povzroči prekinitev vodikovih vezi na dvojni vijačnici 
tarčne DNA in sonde. Ta razcepitev verig omogoči, da se sonda lahko veţe na 
komplementarno zaporedje tarčne DNA. V postopku hibridizacije se nato med sondo in 
tarčno DNA oblikujejo nove vodikove vezi. Fluorescenčno oznako zaznamo in analiziramo 
s pomočjo fluorescenčnega mikroskopa (4,6). 
 
Slika 1: Shematski prikaz postopka FISH (prirejeno po 4). 
Fluorofori, s katerimi so označene sonde, so kemične spojine, ki absorbirajo svetlobo 
določene valovne dolţine in ponovno oddajo svetlobo daljše valovne dolţine. Dandanes se 
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najpogosteje uporabljajo fluorofori, ki so derivati fluorescina, rodamina, kumarina in 
cianina, saj imajo zadovoljivo fotostabilnost, svetlost in so manj pH-občutljivi (7). 
1.1.2 DNA-sonde 
Ker so za določene hematološke bolezni značilne nekatere ponavljajoče se kromosomske 
preureditve, nam je poznavanje le-teh omogočilo pripravo molekulskih sond (8). Sonde so 
v laboratoriju ustvarjena DNA ali RNA zaporedja, označena z fluorescenčnim barvilom, ki 
so komplementarna tarčni DNA in zato se nanjo natančno prilegajo (4,8). Dolţina sond se 
meri v številu baznih parov [bp]. Biti mora primerno dolga, da se učinkovito veţe na 
tarčno DNA in da se ustvari dovolj intenziven signal za mikroskopsko analizo. Večina 
sond obsega 100-300 kb, drugače pa so dolge od 30 kb do okoli 1000 kb (4). 
Poznamo več vrst sond (slika 2), ki označujejo različna področja kromosomov (5,9,10): 
 Lokus-specifične sonde, se veţejo na specifična nukleinska zaporedja na kromosomu. 
Sem uvrščamo genske, razcepne in translokacijske ali fuzijske sonde, ki so podrobneje 
opisane v poglavju 3.4.8. 
 Sonde za ponavljajoča zaporedja (centromerne in telomerne sonde): centromerne 
sonde prepoznajo ponavljajoča zaporedja specifična za centromerne regije določenega 
kromosoma, telomerne sonde pa se veţejo na ponavljajoče zaporedje TTAGGG in se 
uporabljajo za prikaz telomer na vseh kromosomih hkrati. 
 Sonde za barvanje celotnih kromosomov (angl. whole chromosome painting, krajše 
WCP) vsebujejo več, za kromosom specifičnih sond, zato se na koncu obarva celoten 
kromosom. 
 
Slika 2: Različne vrste molekulskih sond za preiskavo FISH (prirejeno po 9). 
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1.2 KONTROLA IN ZAGOTAVLJANJE KAKOVOSTI PRI FISH 
Vsak medicinski laboratorij mora najprej vzpostaviti, nato pa vzdrţevati sistem 
zagotavljanja kakovosti nad postopki in procesi v vseh treh fazah preiskave vzorca – torej 
predanalitične, analitične in poanalitične faze. Dokument o zagotavljanju kakovosti mora 
vsebovati vsaj izvedbo notranje kontrole kakovosti, sodelovanje v zunanji oceni kakovosti, 
celotna dokumentacija pa mora biti tudi smiselno povezana (11). 
1.2.1 Notranja kontrola kakovosti 
Sistem kakovosti citogenetskega laboratorija mora biti v skladu z veljavnimi drţavnimi in 
mednarodnimi standardi (ISO, OECD priporočila). Vsak diagnostični postopek mora biti 
podrobno opisan (standardni operacijski postopek – SOP), potrebno pa je zagotoviti in 
dokumentirati tudi njegovo popolno sledljivost (kdo je kaj naredil, kateri reagenti in 
protokoli so bili uporabljeni...), kot tudi sledljivost vseh analiz in pregledov vzorca (12). 
1.2.1.1 Validacija sonde in določitev mejnih vrednosti 
Vsako sondo, ki se v laboratoriju prvič uporablja, je potrebno ustrezno validirati, kljub 
temu, da je to storil ţe sam proizvajalec. Podati je treba analitično specifičnost in 
občutljivost. Analitično specifičnost se določi na metafazah, in sicer se določi deleţ tistih, 
kjer sonda hibridizira na pravilno mesto kromosoma, medtem ko se analitično občutljivost 
določi na metafazah in interfaznih jedrih, kjer se določi deleţ metafaz oz. jeder, ki imajo 
jasno viden pričakovani vzorec signala (13,14). 
Oceniti je potrebno tudi uspešnost hibridizacije sonde. V primeru centromernih in 
razcepnih sond, ko ima preparat več kot 2 % jeder brez signalov, se analizo ponovi. Ko pa 
gre za sonde, kjer se določa izgubo ali pomnoţitev signala, se vedno izvaja vsaj dva 
preparata istočasno, drugače se pripravi kontrolni preparat zdravega dajalca – analizo se 
ponovi, če je pri obeh preparatih nad 2 % jeder brez signalov. 
Ko se analizira zadostno število preparatov zdravih dajalcev za določeno sondo, se te 
podatke uporabi za določitev praţnih vrednosti (angl. cutoff) posamezne sonde. Izračuna se 
s pomočjo statistične funkcije β-inverzije. Ta funkcija izračuna enostransko zgornjo mejo 
zaupanja za določen deleţ in temelji na točnem izračunu za binomsko porazdelitev. Število 
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laţno pozitivnih jeder se vstavi v β-inverzijo in tako se določi ustrezno praţno vrednost za 
odkrivanje prisotnih preureditev (13). Pozitiven izvid za preureditev se izda pri rezultatih 
nad praţno vrednostjo za določeno sondo. Kadar je mogoče, se vzpostavi tudi bazo 
podatkov z vzorci posameznikov, ki imajo prisotno preureditev za ciljno sondo (14). 
1.2.1.2 Vrednotenje preparatov 
Vse preparate morata ovrednotiti vsaj dva usposobljena preiskovalca, v primeru, da se 
rezultati določenega preparata med njima znatno razlikujejo, pa mora preparat ovrednotiti 
še tretji usposobljen preiskovalec (14). Vsak preiskovalec prešteje po 200 celic, in sicer po 
100 celic v dveh področjih preparata. Če vrednosti štetij odstopajo manj kot 10 %, je 
rezultat povprečje štetij obeh preiskovalcev. V primeru, ko je deleţ pozitivnih jeder pod 20 
%, rezultati med preiskovancema ne smejo odstopati za več kot 3 % (15). 
1.2.1.3 Ponovljivost 
Da analitična specifičnost in občutljivost ostaneta na stopnji začetne validacije, se občasno 
izvede ponovljivost (14). Naredi se pri različnih sondah in z menjavo preiskovalcev, da je 
viden čimboljši vpogled v kakovost dela. Preverja se (15): 
 Ponovljivost štetja – izvaja se na istem preparatu, ki se ga zaradi sledljivosti hrani 2-3 
tedne. Pri bolnikih, kjer se določi preureditev, se preparat ponovno prešteje (preden se 
ga zavrţe) in določi obseg preureditve. Štetje obeh preiskovalcev se mora skladati z 
delovnih postopkom. 
 Ponovljivost analize – preverja se s ponovitvijo celotne analize FISH pri istem 
vzorcu. Uporabi se isto gojišče kot pri prvotni analizi. 
1.2.1.4 Podajanje rezultatov in izdaja izvida 
Za podajanje rezultatov analize FISH je v uporabi mednarodna ISCN nomenklatura. V 
izvid se v tabelo zapiše rezultat, kjer se poda število normalnih in nenormalnih signalov za 
vsak posamezni gen oziroma področje. V mnenju se pozitiven rezultat zapiše kot odstotek 
nenormalnih celic v vzorcu, napiše se, ali se je analiza izvedla na metafaznih ali interfaznih 
celicah in kateri proizvajalci sond so bili uporabljeni. Mnenje mora jasno navesti tudi 
diagnostični in prognostični pomen ugotovitev analize FISH ter podati priporočila za 
nadaljnje preiskave (13). Čas izdaje izvida je 10 dni, za nujne preiskave pa 3 dni (15). 
6 
 
1.2.2 Zunanja ocena kakovosti 
V zunanji oceni kakovosti, ki je lahko na nacionalni in/ali mednarodni ravni, mora 
medicinski laboratorij sodelovati vsaj enkrat letno, in sicer s čimvečjim obsegom 
izvajajočih preiskav (11,12). Ker nacionalnega programa za citogenetski laboratorij v 
Sloveniji ni, takšni laboratoriji lahko sodelujejo v zunanji oceni kakovosti le na 
mednarodni ravni, torej v evropskih programih. 
Citogenetske storitve in programi zunanje ocene kakovosti morajo biti v koraku s časom, 
torej ustrezno posodobljene, saj se genski testi lahko izvajajo z različnimi naprednimi 
tehnologijami – v primeru majhnih delecij je analiza FISH ali molekularna genetska 
tehnika vsekakor primernejša za odkrivanje sprememb, kot pa standardna citogenetska 
preiskava (16). Rezultate medlaboratorijskih primerjav mora spremljati vodja laboratorija, 
ki v primeru razhajanj sprejme ustrezne ukrepe (11). 
1.3 FLUORESCENČNA MIKROSKOPIJA 
Pojav, ki ga Stokes leta 1843 opiše kot valovna dolţina emisijske svetlobe, ki je daljša od 
valovne dolţine ekscitacijske svetlobe, imenujemo fluorescenca. To odkritje pripelje do 
izuma epifluorescenčnega mikroskopa, kateri je eden najpogostejših aparatur v bioloških in 
medicinskih laboratorijih. Visoka specifičnost in kontrast mikroskopskih slik sta pomenili 
boljše razumevanje celičnih struktur, lokacije in dinamike izraţanja genov ter razlikovanje 
interakcij na molekularni ravni celice (17). 
Epifluorescenčni mikroskop je tip fluorescenčnega mikroskopa, kjer se isti (grško epi) 
objektiv uporablja tako za kondenzor ekscitacijske svetlobe kot tudi za zbiranje emisijske 
svetlobe (18). 
Fluorescenčna svetlobna pot (slika 3) se začne z vpadno svetlobo, ki gre iz svetlobnega 
vira skozi zbiralni sistem leč ter skozi različne filtre in membrane do kock s 
fluorescenčnimi filtri. Pred kockami je ponavadi vgrajen tudi ročni ali avtomatski 
zaklopnik, ki blokira vpadno svetlobo, ko se preparata ne pregleduje – to zmanjša 
fotobledenje vzorca, pri slikanju s časovnim zamikom pa zmanjša fototoksičnost. Kocka s 
fluorescenčnimi filtri vsebuje tri pomembne komponente: ekscitacijski filter, dikromatično 
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ogledalo in emisijski filter. Vpadna svetloba gre najprej skozi ekscitacijski filter, ki 
prepusti le določen obseg valovne dolţine iz bele svetlobe, nato pa ta izbrana ekscitacijska 
svetloba pride do dikromatičnega ogledala (nameščen pod kotom 45°), kjer se pod kotom 
90° odbije in usmeri skozi objektiv na preparat z vzorcem (19). 
 
Slika 3: Shema epifluorescenčnega mikroskopa, njegovih najbolj pomembnih komponent in 
fluorescenčna svetlobna pot (prirejeno po 17). 
Fluorofori v vzorcu absorbirajo svetlobo, zato preidejo v vzbujeno stanje in tako oddajajo 
fluorescenco v vse smeri – to je emisijska svetloba (19). V postopku fluorescence se nekaj 
svetlobne energije vedno izgubi, zato je zbrana emisijska svetloba, ki doseţe objektiv 
vedno niţje energije (daljše valovne dolţine) od ekscitacijske svetlobe. Ta premik na 
daljšo valovno dolţino se imenuje Stokesov premik fluorofora (slika 4) (19,20). 
 
Slika 4: Stokesov premik fluorofora (20). 
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Emisijska svetloba gre nato skozi objektiv in se usmeri skozi dikromatično ogledalo do 
emisijskega filtra, ki prepusti le emisijsko svetlobo in blokira morebitno odbito vpadno 
svetlobo, ki je prešla skozi dikromatično ogledalo. Fluorescenčna emisijska svetloba se na 
koncu usmeri še skozi okularje na detektor – bodisi oko preiskovalca ali pa skozi drugo 
mikroskopsko odprtino na kamero povezano z računalnikom (19). 
1.4 AVTOMATSKI SISTEMI 
Zaradi vedno več uspešnih študij o znanosti o ţivljenju, razumevanju celičnih struktur in 
funkcij, se je hitro začelo razvijati tudi področje tehnik za avtomatsko slikanje in analizo 
celic (21). Ročno vrednotenje preparatov FISH je naporen in časovno zamuden proces, ki 
je mnogokrat podvrţen še preiskovalčevi subjektivni interpretaciji. Z avtomatsko analizo 
se tako ponudi priloţnost, da se tem teţavam izogne, poleg tega pa se analiza lahko izvaja 
tudi samodejno preko noči (21,22). Prva študija o avtomatski analizi je bila objavljena ţe v 
začetku devetdesetih let prejšnjega stoletja (22). 
Nekaj proizvajalcev ponuja mikroskope z moţnostmi sklopitve različnih diagnostičnih 
metod v istem mikroskopu. Za sodobno delo v citogenetiki se zaenkrat potrebuje svetlobni 
in fluorescenčni mikroskop v enem, ki je avtomatiziran. Zanj se lahko izbere nam 
najprimernejši vir svetlobe, vrsto detektorske kamere, motorizirano mizico z več mesti za 
objektna stekla, različne barve fluorescenčnih filtrov, vrsto programske opreme, itd. 
(23,24,25). Moţnosti je torej ogromno, zato so zahteve za avtomatski sistem podrobneje 
opisane v nadaljevanju. 
1.4.1 Zahteve za avtomatski sistem 
Minimalne zahteve za popolni sistem avtomatskega vrednotenja preparatov FISH so (22): 
 Zanesljiv vir svetlobe: najpogostejše ţivosrebrne-ksenonske ţarnice so poceni, 
vendar imajo nehomogeno osvetlitev tudi po optični uravnavi, zato je nujno potrebno 
digitalno popravljanje. Če ţelimo enakomerno svetlobo brez nihanj, moramo svetlobo 
iz ţarnice do mikroskopa nujno prenesti preko optičnega svetlobnega vodnika (angl. 
liquid light guide). Bolj primerne so LED diode (angl. light emitting diodes), ki imajo 
dolgo ţivljenjsko dobo, nizko delovno napetost in porabo energije, ter visoko hitrost, 
kar močno skrajša čas pri zajemu slike. 
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 Ustrezen nabor filtrov: ekscitacijski filtri s preširokim spektrom povzročijo visoko 
intenzivnost (zaradi vzbujenih nespecifičnih fluoroforov), poleg tega preveč fotonov 
povzroči tudi pretirano bledenje vzorca. V kolikor pa je spekter preozek, se emisija 
spusti na raven, kjer je razmerje signal-šum podpovprečno. Na izbiro optimalnega 
nabora filtrov vpliva tudi tip detektorja. 
 Ustrezni objektivi: za izbiro objektiva je potrebno najti kompromis glede povečave in 
hitrosti analize, ter upoštevati, ali je pomembno samo število in intenzivnost signalov 
ali morda tudi njihov vzorec. Ponavadi se uporablja dva objektiva, eden za izbiranje 
jeder (povečava 5-20x) in drugi za detekcijo signalov (povečava 40-100x). 
 Ustrezen detektor signalov: barvne kamere omogočajo istočasno zaznavanje 
različnih fluoroforjev (prihrani se čas, potreben za spremembo filtra), vendar je ta 
prednost omejena, saj takšni filtri lahko razlikujejo le 3-4 barve. V nasprotnem 
primeru je potrebna monokromatska kamera in motorizirano kolo s kockami s 
fluorescenčnimi filtri. Sprememba filtra vključuje napako premika slikovnih pik 
(nepopolno prekrivanje slik različnih barv), katero povzroči odstopanje svetlobnega 
snopa zaradi nepopolnega kota dikromatičnega ogledala in/ali emisijskega filtra. Še 
posebej je to moteče v primeru translokacijskih in razcepnih DNA sond, kjer je 
pomembno prekrivanje signalov. Ta napaka je popravljiva s filtrom za ničelni premik 
pik (angl. »zero pixel shift« filter) in/ali s programskimi algoritmi. 
 Motorizirana mizica za pregled preparatov: biti mora na mikrometer natančna, na 
podlagi shranjenih koordinat pa lahko kasneje ponovno najdemo točno določeno 
celično jedro na preparatu. Programska oprema nadzoruje in usklajuje fazne premike, 
spremembe filtrov in čas izpostavljenosti. 
 Računalnik, opremljen z ustrezno programsko opremo, ki shrani digitalno 
obdelane galerije slik. Ker omogoča koreliran način zbiranja funkcij in parametrov, 





Slika 5: Motoriziran mikroskop Olympus BX61 z X-Cite 120Q fluorescenčno osvetlitvijo in kamero, ki 
je povezana z računalnikom (26). 
1.4.2 Postopek prepoznavanja in analize celičnih jeder 
Glavni koraki avtomatske analize so enaki kot pri ročnem vrednotenju preparatov in 
zajemajo izbiro celičnega jedra, detekcijo signala in vrednotenje vzorcev signala. 
Na začetku postopka se določi območje zanimanja, ki je ponavadi vnaprej določeno, 
redkeje ga izberemo ročno. Nato med samodejnim ostrenjem sistem določi Z-koordinate 
stekla v nekaj točkah in tako izbere najboljšo ravnino ostrenja za vsako vidno polje. Sledi 
skeniranje območja zanimanja, da sistem lahko po tem izbere najboljša območja s 
celičnimi jedri za zajem slik. Po zajemu surovih slik v kontrastnih in signalnih stopnjah je 
potrebno kakovost slik izboljšati z različnimi ukrepi za obdelavo, npr. popravek ozadja, 
odstranitev šuma in ojačitev signala (22). 
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1.4.2.1 Prepoznava enega celičnega jedra 
Prepoznavanje celičnih jeder se izvaja s pomočjo kontrastnega barvila – med najbolj 
uporabljanimi je DAPI (4,6-diamino-2-fenildiol). Kontrastna barvila imajo različne 
intenzitetne in morfološke parametre, kot so relativna mejna intenziteta kontrasta, 
minimalno in maksimalno področje objektov, največja konkavna globina in največje 
razmerje stranic oziroma ekscentričnost objektov. 
Po prvotni prepoznavi je potrebno iz nadaljnje analize izločiti celične ostanke in objekte z 
nespecifičnim kontrastnim obarvanjem, medtem ko obstajajo pomisleki glede celičnih 
agregatov (skupkov) – nekateri sistemi ločujejo celična jedra, ki sestavljajo agregate z 
algoritmom, medtem ko drugi sistemi raje izključijo agregate v celoti. V prvem primeru se 
zmanjša izguba celic, toda vir napak je tudi ločevanje dotikajočih se jeder, saj tako sistem 
razreţe tudi celice s segmentiranim jedrom (npr. granulociti) na več delov. Ta problem se v 
drugem primeru ne pojavi, vendar pa lahko izključitev agregatov privede do izkrivljenih 
rezultatov, ki jih povzročajo različne adhezivne značilnosti določenih vrst celic. Nekateri 
viri trdijo, da izključitev celičnih agregatov ne vpliva na končni rezultat analize, zato se 
lahko kot alternativa uporabi kombinacija ročnega in avtomatskega prepoznavanja celičnih 
jeder, saj tako dobimo večje število analiziranih celičnih jeder (22). 
1.4.2.2 Detekcija signala 
Vsekakor je pravilna detekcija signalov pri FISH največji izziv za avtomatski sistem. Po 
korekciji in ostrenju ozadja se signale prepozna glede na njihov kontrast, intenziteto, 
relativno ali absolutno območje, ter minimalno razdaljo do drugih signalov iste barve. Ker 
se tudi v enem samem celičnem jedru velikost, oblika in intenzivnost signala močno 
razlikuje, ločitev od atrefaktov in nespecifičnega šuma ozadja včasih ni mogoča. Vire teţav 
povzroča tudi nezadostna hibridizacija, prisotnost razcepljenih signalov in naključno 
prekrivanje signalov iste barve. 
Celična jedra z napačno zaznanim vzorcem signala je treba izključiti, to pravilo pa se 
uporablja tudi pri celičnih jedrih brez signalov (razen v nekaterih posebnih primerih). 
Napake, ki se pojavljajo na različnih stopnjah, so v osnovi neodvisne, razen če gre za 
sistemske napake v kakovosti, ki povzročajo zgrešeno zaznavanje signalov. 
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Ker so celična jedra tridimenzionalni objekti, se nekaj signalov, ki se nahajajo izven 
območja ostrenja, zaradi dvodimenzionalne analize zgreši. Teţava se pojavi predvsem pri 
objektivih, ki imajo nizko globino polja – ta napaka povzroča pristranske rezultate, zato je 
dandanes osnovna zahteva, da se signale zajame in slike izdela v različnih ravninah 
ostrenja. Fluorescenčni mikroskop zdruţen z motorizirano mizico za preparate ustrezno 
izpolnjuje to zahtevo (22). 
1.4.2.3 Vrednotenje vzorcev signala 
Pri preučevanju uravnoteţenih preureditev je potrebno izmeriti razdaljo med signali 
različnih barv, da se razkrije njihov prostorski vzorec, ki ima tudi diagnostični pomen. 
Vrsta nanešene sonde (npr. razcepna sonda, sonda z enojno ali dvojno fuzijo) določa, 
katera razdalja oziroma razdalje so pomembne. V tem koraku je še posebej pomemben 
tridimenzionalni zajem slike, saj se zmanjša verjetnost napačnih rezultatov, ki se pojavijo 
pri dvodimenzionalnem zajemu in so posledica naključnega prekrivanja signalov FISH. 
Za številčne kromosomske nepravilnosti ali neuravnoteţene strukturne preureditve 
(pomnoţitve ali izgube), vrednotenje prostorskega vzorca signalov ni potrebno (22). 
1.4.3 Hitrost analize 
Hitrost je vsekakor eden od ključnih parametrov v povezavi z avtomatizacijo določene 
metode. Predstavlja jo vsota vseh stopenj analize, kot je določitev območja zanimanja, 
prilagajanje digitalnega detektorja na fluorescenčno intenziteto vzorca, faza premikanja 
preparata, grobo in fino samodejno ostrenje, zajem slike, premik kocke s fluorescenčnimi 
filtri oziroma sprememba valovne dolţine vpadne svetlobe, vrednotenje podatkov z 
uporabo histogramov, razpršenih grafov in galerije. Prilagajanje, obdelava in branje 
zaporednih slik se običajno izvaja istočasno. 
Čas analize podaljšuje uporaba črno-bele kamere namesto barvne, izbira objektiva z večjo 
povečavo, večje območje zanimanja, povečano število ravnin ostrenja in izbranih barvnih 
filtrov za zajem slik. V primeru, da določimo tudi število celic, potrebnih za analizo, ima 
velik vpliv na čas tudi gostota vzorca (22). 
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Čeprav so glede hitrosti v člankih objavljeni zelo različni podatki, kjer ni jasno niti kateri 
koraki analize so sploh vključeni v oceno hitrosti, pa na splošno velja, da čas 
avtomatizirane analize ne sme presegati časa ročnega vrednotenja preparatov. 
1.4.4 Objave o avtomatskem vrednotenju 
Prve objave o avtomatskem vrednotenju interfaznih preparatov FISH so bile objavljene v 
začetku 90-ih let prejšnjega stoletja. Cremer in sod. (27) so analizirali 131 vzorcev ţenskih 
limfocitov, označenih s ponavljajočo pXBR sondo. Vzorce so izbrali s pregledom na 
podlagi jasnih signalov FISH. Program je pravilno razporedil 90 % analiziranih celic, 
medtem ko je bilo 11 % celic nerazporejenih. 
Leta 1997 so Netten in sod. (28) primerjali ročno in avtomatsko štetje. Preparate normalnih 
limfocitov iz kultivirane krvi so označili z DAPI in centromerno sondo za kromosom 8. 
Pričakovali so, da bo 97,5 % normalnih celic imelo dva signala. Avtomatsko štetje 13 
preparatov je pokazalo, da je povprečno 89 % celičnih jeder pravilno preštetih, povprečno 
11 % pa jih je potrebno v programu prerazporediti. Zaključili so, da je natančnost 
avtomatskega štetja po prerazporeditvi celic primerljiva z ročnim štetjem, medtem ko so 
rezultati popolnega avtomatskega štetja pristranski. 
Kar zadeva hematološke bolezni in spremembo vzorcev signala, največ objav opisuje 
analizo Ph-kromosoma (translokacija med kromosomoma 9 in 22) s sondo BCR/ABL. Eno 
od teh objav so pripravili Kajtár in sod. (29), kjer je avtomatsko štetje pravilno prepoznalo 
okoli 69 % celic, vendar pa je po izključitvi prekrivajočih se celic in celic z napačno 
detekcijo signala ta vrednost pravilno zaznanih signalov znašala 99,6 %. Iz izbranih celic 
so določili 0,84 µm razdalje med signali, za razlikovanje med prisotno (fuzija) in odsotno 
translokacijo. Rezultati ročnega in avtomatskega štetja so pokazali močno korelacijo. 
Alpár in sod. (30) pa so naredili avtomatsko analizo translokacijskih in razcepnih sond na 
tkivnih rezinah. Uporabili so 10 vzorcev limfoma plaščnih celic (t(11;14)), 10 vzorcev 
folikularnega limfoma (t(14,18)) in 10 normalnih vzorcev. Razdalje med signali za 
prisotnost fuzije so bile 0,5 µm 1,0 µm in 1,2 µm za sonde IGH/CCND1, IGH/BCL2 in 
IGH, povprečni deleţ laţno pozitivnih celic pa 5,3 %, 11,4 % in 28,1 %. Ugotovili so, da 




2 NAMEN DELA 
Zaradi vedno večjega števila vzorcev in ker je ročno vrednotenje analize FISH zamudna, 
utrujajoča in za napake dovzetna metoda, bi bilo v vsakdanjo prakso smiselno uvesti 
avtomatsko štetje s pomočjo ustrezno programsko opremljenega motoriziranega 
fluorescenčnega mikroskopa. Poglavitni namen našega dela bo torej primerjava rezultatov 
analize FISH, ki jih dobimo z ročnim mikroskopskim pregledom, z rezultati, ki jih bomo 
dobili s pomočjo avtomatskega štetja. 
Uporabili bomo več vrst lokus-specifičnih sond, ki ustvarjajo različne vzorce signalov. 
Preizkusili bomo genske sonde (Leica DLEU1/TP53 in ATM/GLI1), razcepne sonde 
(Vysis LSI MLL) in translokacijske oziroma fuzijske sonde (Vysis LSI IGH/CCND1 in 
LSI RUNX1/RUNX1T1). Vsako od testiranih sond bomo preizkusili na vsaj nekaj 
pozitivnih vzorcih. 
Za avtomatsko analizo bomo določili praţne oz. mejne vrednosti za sonde, ki jih bomo 
preverili in določili parametre kontrole kakovosti pri avtomatski analizi FISH. 
Primerjali in ocenili bomo tudi hitrost oziroma čas analize, potreben za avtomatizirano 
štetje in ročno vrednotenje preparatov. 
Preverili pa bomo tudi ponovljivost avtomatiziranega postopka, in sicer ponovljivost 





3 EKSPERIMENTALNI DEL 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Biološki vzorci 
Vzorci so bili odvzeti 55-im različnim bolnikom, med katerimi je bilo 30 moških in 25 
ţensk. Glede na diagnozo, je bilo 8 akutnih mieloblastnih levkemij (AML), 2 akutni 
limfoblastni levkemiji (ALL), 42 kroničnih limfatičnih levkemij (KLL), 2 limfoma 
plaščnih celic (LPC), ter 1 vzorec, kjer je šlo za atipično KLL ali pa atipični LPC. Glede na 
vrsto biološkega materiala je bilo 31 vzorcev periferne krvi (PK), 23 sterilno odvzetih 
aspiratov kostnega mozga (KM) in 1 biopsijski stebriček (BS) kostnega mozga, iz katerega 
smo osamili celice za nadaljnjo analizo. 
Pri KLL so bili vzorci največkrat PK in redkeje aspirat KM, medtem ko so bili pri akutnih 
levkemijah večkrat odvzeti aspirati KM in redko PK. 
3.1.2 Osnovne kemikalije, topila, reagenti in raztopine 
 Predpriprava vzorca za gojenje: 
 Transportno gojišče: rastni medij RPMI 1640 z L-glutaminom (GIBCO, Life 
Technologies, Velika Britanija), ki mu dodamo Na-heparin. 
 Raztopina Hank's: raztopina soli, ki vsebuje NaCl, KCl, glukozo, KH2PO4, Na2PO4 
in fenol rdeče (Sigma-Aldrich, ZDA). 
Komercialno dostopno raztopino smo redčili v 1 L destilirane vode (10-kratno redčenje). 
pH vrednost smo z uporabo nasičene raztopine NaHCO3 uravnali na 7,2, nato smo 
raztopino sterilno prefiltrirali (filter 0,2 μm). Posodici s po 500 mL raztopine smo hranili v 
zamrzovalniku. Pred uporabo smo raztopino odmrznili in hranili v hladilniku. 
 PBS: fosfatni pufer (angl. phosphate-buffered saline), pH = 7,4 
 10 x PBS: 
Raztopino 10 x PBS smo pripravili iz NaCl (80 g/L), KCl (2 g/L), KH2PO4 (2 g/L) in 
Na2HPO4 x 2H2O (14,41 g/L). Najprej smo do 900 mL dolili destilirano vodo in uravnali 
pH vrednost na 7,4, šele nato smo dopolnili do oznake 1000 mL in sterilizirali. 
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 1 x PBS: 
V 1000 mL bučko smo zlili 100 mL 10 x PBS in do oznake dolili destilirano vodo. 
Preverili smo pH vrednost in če je bilo potrebno, smo jo uravnali na 7,4. 
 Rastni medij Bone Marrow Karyotyping Medium z L-glutaminom in antibiotiki 
(Biological Industries, Beit Haemek, Izrael). 
 Gojenje celic periferne krvi: 
 Rastni medij RPMI 1640 (GIBCO, Life Technologies, Velika Britanija) 
 FBS: fetalni goveji serum (angl. fetal bovine serum) (Sigma-Aldrich, ZDA) 
Komercialni serum smo takoj, ko ga dobimo, razdelili v epruvete po 10 mL in zamrznili. 
Odmrznili smo ga sproti in po potrebi. 
 CpG-oligonukleotid DSP30: (TIB MolBiol, Nemčija) 
Kriovialo z liofiliziranim DSP30 na hitro centrifugiramo, da se na dnu zbere pelet. 
Raztopimo ga v 281 μL sterilne vode in neţno premešamo, počakamo 10 sekund in znova 
premešamo. Inkubiramo 10 minut na 37 °C. Razdelimo v mikrocentrifugirke po 10 μL in 
shranimo v zamrzovalnik. Ne zamrznemo in odmrznemo več kot enkrat. 
 IL-2: interlevkin 2 (GIBCO, Life Technologies, ZDA) 
Aktivnost raztopine je 5,7 x 10
6
 enot/mg, končna koncentracija v gojišču pa naj bi bila 100 
enot/mL. V vialo z IL-2 odpipetiramo 530 μL sterilne vode, dobro premešamo in 
razdelimo v mikrocentrifugirke po 60 μL raztopine. Zamrznemo in sproti odtajamo. 
Posamezno mikrocentrifugirko porabimo v dveh tednih in med tem hranimo v hladilniku. 
 Gojenje celic kostnega mozga: 
 Raztopina timidina: 0,025 M (Sigma-Aldrich, ZDA) 
Raztopino timidina s koncentracijo 0,025 M smo pripravili tako, da smo 1 g timidina 
raztopili v 167 mL raztopine Hank's-a. Raztopino smo nato sterilizirali, razdelili v 15 mL 
epruvete z navojem in zamrznili. Odmrznili smo ga sproti in po potrebi. 
 Rastni medij MarrowMaxTM Bone Marrow Medium z L-glutaminom in gentamicin 
sulfatom (GIBCO, Life Technologies, ZDA). 
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 Fiksacija celic krvi in kostnega mozga: 
 Raztopina KaryoMax® Colcemid®: 10 μg/mL (GIBCO, Life Technologies, ZDA) 
 Hipotonični KCl: 0,075 M (Merck, Nemčija) 
5,59 g KCl raztopimo v 1 L destilirane vode in steriliziramo. Hranimo ga v hladilniku. 
 FBS 
 Hipotonična raztopina (hipotonija): 
Sestavljena je iz raztopin A (0,075 M KCl) in B (FBS : H20 = 1:6), v razmerju 1:1. Za dva 
vzorca smo hipotonijo pripravili tako, da smo skupaj zmešali 7 mL hipotoničnega KCl 
(0,075 M), 6 mL destilirane vode in 1 mL FBS. K vsakemu vzorcu smo dodali 7 mL tako 
pripravljene raztopine. Vedno smo uporabili sveţo, pred uporabo pripravljeno raztopino. 
 Raztopina za fiksacijo celic (fiksativ): 
Raztopino za fiksacijo smo pripravili z mešanjem absolutnega etanola (Honeywell, Riedel-
de HaënTM, Nemčija) in koncentrirane ocetne kisline (Appli-Chem, ITW Reagents, 
Nemčija) v razmerju 3:1. Pripravili smo jo vedno sveţo in jo takoj po pipetiranju prekrili s 
parafilmom. 
 Fluorescenčna in situ hibridizacija (FISH): 
 1 M NaOH: 
Pripravili smo ga iz 20 g NaOH (Kemika, Hrvaška), ki smo ga raztopili v 500 mL bučki in 
z destilirano vodo dopolnili do oznake. 
 1 M HCl: 
4,24 mL koncentrirane HCl (36 %) (Sigma-Aldrich, ZDA) smo dodali v 50 mL bučko z 
nekaj destilirane vode in nato dopolnili do oznake. 
 20 x SSC: 
 3 M NaCl (175,3 g/L) (Honeywell, FlukaTM, Nemčija) 
 0,3 M Na3C6H5O7 x 2H2O (88,25 g/L) (Lekarna UKC Ljubljana) 
Dolili smo destilirano vodo, uravnali pH na 6,3 z 1 M HCl in dopolnili do oznake. Nato 
smo prefiltrirali preko 0,45 μm filtra. Raztopino smo hranili pri sobni temperaturi in 
zavrgli po 6 mesecih ali prej, če je postala raztopina motna. 
18 
 
 2 x SSC: 
Zmešali smo 100 mL 20 x SSC (pH = 6,3) in 850 mL destilirane vode. pH smo uravnali na 
7,0 ± 0,2 z 1 M NaOH in nato dopolnili z vodo do 1000 mL. Hranili smo ga v hladilniku. 
 10 x PBS, 1 x PBS 
 1 M MgCl2: 
20,331 g/L MgCl2 x 6H2O (Lekarna UKC Ljubljana) smo raztopili v 100 mL in z 
destilirano vodo dopolnili do oznake. 
 Koncentrirana raztopina pepsina: iz prašičje ţelodčne sluznice. 
250 mg pepsina (Sigma-Aldrich, ZDA) z aktivnostjo 3.200-4.500 enot/mg proteina smo 
razredčili z 10 mL destilirane vode in razdelili po 1 mL v mikrocentrifugirke. Hranili smo 
ga v zamrzovalniku in po potrebi odmrznili. 
 Raztopina pepsina: 0,005 % 
Pripravili smo jo v 100 mL bučki iz 99 mL destilirane vode in 1 mL 1 M HCl. Tej 
raztopini smo dodali še 200 μL koncentrirane raztopine pepsina in jo prelili v stekleno 
kiveto za objektna stekla. 
 Raztopina formaldehida (5 mM MgCl2, 1 % formaldehid): 
Raztopino smo pripravili v 100 mL bučki iz 5 mL 1 M MgCl2 in 2,5 mL 37 % 
formaldehida (Pro analysi, Makedonija), ter dopolnili do oznake z 2xSSC. Raztopino smo 
nato prelili v stekleno kiveto za objektna stekla. 
 DNA-sonde: 
 Leica DLEU1 (13q14) / TP53 (17p13) (Kreatech Biotechnology, Nizozemska) 
 Leica ATM (11q22) / GLI1 (12q13) (Kreatech Biotechnology, Nizozemska) 
 Vysis LSI MLL (Abbott Molecular Inc., ZDA) 
 Vysis LSI IGH/CCND1 (Abbott Molecular Inc., ZDA) 
 Vysis LSI RUNX1/RUNX1T1 (Abbott Molecular Inc., ZDA) 
 Spiralna raztopina po hibridizaciji NP-40: 
V reagenčno steklenico smo pripravili 0,9 g detergenta NP-40 (BDH Chemicals, Anglija), 
60 mL 20 x SSC (pH 6,3) in 120 mL destilirane vode. Raztopino smo pustili stati čez noč, 
da se je detergent zanesljivo raztopil, nato pa smo jo prefiltrirali preko 0,2 μm sterilnega 




V 500 mL bučko smo pripravili 2 mL BSA (6 % raztopina) (Ortho-Clinical Diagnostics, 
ZDA) in 0,5 mL Tween 20 (Sigma-Aldrich, Nemčija). Z 1xPBS pufrom smo dopolnili do 
oznake. Raztopino smo pustili stati čez noč, da se je detergent zanesljivo raztopil, nato smo 
jo prefiltrirali preko 0,2 µm sterilnega filtra in shranili v hladilniku. 
 DAPI II Counterstain: 125 ng/mL (Abbott Molecular, ZDA), hranimo na –20 °C. 
 Gumijasti cement Fixogum: 125 g (Marabu, Marabuwerke GmbH & Co., Nemčija) 
3.2 LABORATORIJSKE APARATURE 
 Laminarij – laminarna zaščitna komora LFVP-12, Iskra PIO 
 Stresalnik (Vortex) Vibromix 10, Tehtnica® 
 Laboratorijske centrifuge: 
 Function Line, Labofuge 400, Heraeus, Nemčija 
 RotoFix 32A, Hettich, Nemčija 
 Mini Spin, Eppendorf, Nemčija 
 Vodne kopeli: 
  Termoproc VKNP, Proizvodnja laboratorijske opreme, Marijan Krokter s.p. 
 Julabo TW8, Julabo Labortechnik GmbH 
 Hematološki analizator Sysmex XN-1000, Sysmex Corporation, Japonska 
 CO2 inkubatorja: 
 Sanyo MCO-15AC, Sanyo Electric Co., Japonska 
 Sanyo MCO-19AIC, Sanyo Electric Co., Japonska 
 Komora Optichrome, EuroClone S.p.A., Italija 
 Invertni mikroskop Nikon Eclipse TS100, Nikon Corporation, Japonska 
 Električna grelna plošča za preparate Termoproc TP 4025, Proizvodnja laboratorijske 
opreme, Marijan Krokter s.p. 
 Denaturator/hibridizator ThermoBriteTM, StatSpin®, Abbott Molecular, ZDA 
 Motoriziran mikroskop Olympus BX61, Olympus Optical Corporation, Japonska: 
 s programsko opremo za citogenetske analize »GenASIs – Case Data Manager«, 
ASI (Applied Spectral Imaging), ZDA 
 vir fluorescenčne svetlobe X-Cite 120Q, Lumen Dynamics, Kanada 
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 Električna grelna plošča z magnetnim mešalom za pripravo raztopin Rotamix 
550MMH, Tehtnica 
 pH meter SevenEasy, Mettler Toledo, ZDA 
 Precizna tehtnica Mettler Toledo AX 304, Mettler Toledo, ZDA 
3.3 LABORATORIJSKI PRIBOR 
 Sterilne centrifugirke z zamaškom in koničastim dnom Cellstar® (15 mL), Greiner Bio-
one 
 Sterilne Pasteurjeve pipete (kapalke) za enkratno uporabo (3 mL), Alpha Laboratories 
 Polavtomatske pipete za pipetiranje različnih volumnov: 
 Eppendorf Reference (0,5–10 μL, 20 μL, 10–100 μL, 100–1000 μL), Eppendorf 
 Eppendorf Research (0,5–10 μL, 100–1000 μL), Eppendorf 
 Sterilni nastavki za polavtomatske pipete Dualfilter Tips (10 μL, 100 μL in 1000 μL), 
Eppendorf 
 Avtomatski pipetor Eppendorf Easypet, Eppendorf, Nemčija 
 Sterilne pipete za pipetor Dispenser (5 mL, 10 mL), TPP® 
 Plastične mikrocentrifugirke Micro Tube (1,5 mL), Sarstedt, Nemčija 
 Sterilne plastične posodice za gojenje celic Cellstar® (25 cm2), Greiner Bio-one 
 Stojala za centrifugirke in mikrocentrifugirke 
 Pinceta (pri delu z objektnimi stekli – nanos celic in predpriprava preparatov) 
 Objektna stekla Brand, Nemčija 
 Krovna stekla (18 x 18 mm, 24 x 50 mm) Brand, Nemčija 
 Celulozna vata (staničevina), rezana 25 x 20 cm, Tosama 
 Plastične posode za sterilno filtracijo raztopin s filtrom 0,22 μm (500 mL, 1 L), TPP® 
 Steklovina: 
 Steklene leţeče kadičke za objektna stekla 
 Steklene kivete s pokrovom za predpripravo objektnih stekel 
 Bučke (100 mL, 1000 mL) 
 Merilni valji (50 mL, 100 mL) 
 Čaše (500 mL, 1000 mL) 
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3.4 METODE DELA 
3.4.1 Potek dela pod sterilnimi pogoji (aseptična tehnika dela) 
Sterilno okolje je ključni pogoj za delo z biološkimi vzorci, s katerimi smo delali. Sterilnim 
pogojem pri delu s KM in PK smo zadostili z delom v laminarni komori, ki ima vertikalni 
pretok zraka, kar sproti odstranjuje prašne delce, hlapeče in strupene kemikalije, ter nam 
tako zagotovi delo pod optimalnimi pogoji. Po koncu dela smo jo vedno očistili in 
razkuţili s 70 % etanolom ter priţgali UV svetilko. 
Sterilne morajo biti tudi vse kemikalije, topila, reagenti, raztopine in laboratorijski pribor, 
ki smo jih/ga uporabljali. Za sterilizacijo pripravljenih raztopin smo uporabljali plastične 
posodice s filtrom za sterilno filtracijo. Vzorec KM in BS je moral biti odvzet s sterilnimi 
pripomočki v aseptični sobi, nato se ga je preneslo v sterilno centrifugirko z navojem in 
koničastim dnom. Vzorec PK je bil odvzet z Vacutainer tehniko v sterilno epruveto z 
dodanim antikoagulantom Na-heparinom. Pri delu z vzorci smo ves čas nosili zaščitne 
rokavice, pri pipetiranju pa vselej pazili, da se nismo dotaknili stene epruvete z vzorcem ali 
česarkoli drugega, sicer smo nastavek takoj zamenjali. 
3.4.2 Odvzem vzorca in prenos v laboratorij 
Vzorci KM so bili odvzeti v aseptični sobi, s postopkom imenovanim punkcija. Bolnik je 
pri tem leţal na desnem boku in imel noge čimbolj pokrčene k sebi. Zdravnik je na levem 
delu medenice izbrano mesto najprej očistil z razkuţilom in vbrizgal lokalni anestetik. Ko 
je anestetik začel delovati, je s posebno iglo z mandrenom v predelu zadnjega črevničnega 
trna zavrtal do spongioze. Mandren je nato odstranil in z brizgalko vsrkal vsebino. KM je 
bil videti kot kri, v kateri so pomešani kosmanci. Za citogenetsko preiskavo smo pribliţno 
2 mL odvzetega vzorca KM prenesli v sterilno centrifugirko z navojem in koničastim 
dnom, v katerem je bilo 5 mL gojišča RPMI 1640 in 0,5 mL Na-heparina. Ta vsebina 
ohrani celice KM vitalne med prenosom v laboratorij. Postopek odvzema BS je podoben, 
le igla je nekoliko debelejša in vsebuje tudi rezilo za izrez kostnega stebrička. 
Vzorci PK pa so bili odvzeti v sobi, opremljeni s posebnim stolom za odvzem krvi, in sicer 
z Vacutainer tehniko. To je zaprta, sterilna tehnika z dvostransko iglo in z vakuumskimi 
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epruvetami – negativni pritisk v epruveti potegne kri iz ţile in jo tako napolni. Stik z 
bolnikovo krvjo je takorekoč zmanjšan na minimum (31). Za preiskavo smo odvzeli 4 mL 
PK v sterilno stekleno epruveto z dodanim antikoagulantom Na-heparinom (temno moder 
zamašek). 
Na-heparin ni toksičen za celice in ima vlogo sredstva proti strjevanju krvi, zato prepreči 
koagulacijo. Prenos do laboratorija je moral biti čim hitrejši, na sobni temperaturi in pri 
vseh vzorcih izveden v manj kot enem dnevu. 
3.4.3 Priprava vzorca za gojenje 
Centrifugirke z vzorcem KM smo najprej dali centrifugirat za 10 minut pri 1600 rpm. 
Supernatant smo s Pasteurjevo pipeto za enkratno uporabo previdno odstranili. Na fazni 
meji med zgornjo spiralno raztopino in spodnjimi eritrociti, smo z isto kapalko previdno 
povlekli močno viskozen KM in pri tem morali prenesti čimmanj krvi, saj bi eritrociti 
motili nadaljnje postopke. S Pasteurjevo pipeto povlečen KM smo nato resuspendirali v 8 
mL raztopine Hank's, segrete na 37 °C. Zopet je sledilo centrifugiranje, 10 minut pri 1600 
rpm. Supernatant smo s Pasteurjevo pipeto odstranili, vanjo povlekli KM in ga prenesli v 
centrifugirko s pribliţno 1 mL gojišča KMB. Vsebino smo dobro premešali (Vortex) in v 
označeno mikrocentrifugirko odpipetirali 100 μL vzorca v gojišču in 200 μL PBS pufra. S 
pomočjo hematološkega analizatorja smo izmerili koncentracijo levkocitov. 
Če je izmerjena koncentracija levkocitov (vrednost X): 
 pod 1 • 109/mL, ves vzorec prenesemo na prvo izbrano gojišče, 
 med 1 in 7,5 • 109/mL, prenesemo 1 mL vzorca na prvo izbrano gojišče, manjši 
preostanek vzorca pa na drugo gojišče, 
 med 7,5 in 10 • 109/mL, prenesemo pol vzorca na eno, pol pa na drugo gojišče, 
 nad 10 • 109/mL, smo potrebni volumen vcepka, da je bila končna koncentracija 
1x10
6
 celic/mL, izračunali s pomočjo naslednje enačbe: 
  [  ]     [        ]      [    ]
   [       ]
  [  ] 
Izračunani volumen vcepka (vrednost V) smo nato dali v novo centrifugirko in zraven 
dodali toliko rastnega medija KMB, da je bil skupni volumen vcepka 2 mL – ta vcepek 
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smo kasneje razdelili na gojišče KMM in gojišče KMB ali RPMI, odvisno od napotne 
diagnoze. Preostanek celic iz prvotne epruvete smo dali na tretje gojišče (KMM ostanek). 
Za epruvete z vzorcem PK ni potrebne tolikšne predpriprave, s hematološkim 
analizatorjem smo le izmerili koncentracijo levkocitov v vzorcu (vrednost X) in izračunali 
volumen vcepka (vrednost V) za posamezno gojišče po naslednji enačbi: 
 [  ]     [        ]      [    ]
 [       ]
  [  ] 
3.4.4 Gojenje celic 
Gojenje celic je bil del rednega citogenetičnega postopka, tako da smo celice vsakega 
bolnika vzporedno gojili vsaj na dveh različnih rastnih medijih, seveda odvisno od količine 
materiala. Celice smo gojili v sterilnih plastičnih posodicah z rdečim pokrovčkom, ki je 
imel luknjice in filter – na ta način so se lahko skozi luknjice z okolico izmenjali plini, 
filter pa je preprečeval okuţbe. V te posodice za gojenje celic (25 cm2) smo sterilno 
odpipetirali naslednje sestavine za različne vrste gojišč (preglednica 1). 
Preglednica 1: Vrste gojišč, ki jih uporabljamo za gojenje krvnih celic. 
gojišče KMM gojišče RPMI 
 6,5 mL rastnega medija KMM 
 300 μL raztopine timidina 
 6 mL rastnega medija RPMI 1640 
 1 mL FBS 
 10 μL raztopine IL-2 
 9 μL raztopine DSP30 
Posodice s pripravljenim gojiščem smo najprej za nekaj minut postavili v vodno kopel (37 
°C) in nato vanje sterilno prenesli 1 mL predhodno pripravljenega vzorca KM oz. 
izračunan volumen vcepka vzorca PK. Na vsako posodico smo zapisali bolnikovo ime in 
priimek, datum odvzema vzorca, kratico gojišča in čas začetka gojenja. Posodice smo takoj 
prenesli v inkubator. Vzorce smo gojili v vlaţni atmosferi s 5 % CO2 in pri 37 °C, gojišče 
KMM kratkotrajno (24 ur), gojišče RPMI pa dolgotrajno (48 ali 72 ur, odvisno od dneva v 
tednu). Pol ure pred odvzemom kulture smo dodali 70 μL reagenta Colcemida. Vloga tega 
reagenta je zaustavitev celičnega cikla na stopnji metafaze, kjer so kromosomi najbolj 
kondenzirani in tako najprimernejši za standardno citogenetsko preiskavo. 
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3.4.5 Odvzem kulture, prenos v hipotonično raztopino in fiksacija celic 
S pomočjo pipete (10 mL) smo suspenzijo celične kulture sterilno prenesli iz posodice za 
gojenje v centrifugirko s koničastim dnom. Pred tem smo nanjo napisali bolnikovo ime in 
priimek ter kratico gojišča. Po prenosu smo vzorec najprej centrifugirali 10 minut pri 1600 
rpm, nato previdno odstranili supernatant in sediment temeljito premešali s stresalnikom. 
Po kapljicah smo vsakemu vzorcu dodali 7 mL hipotonične raztopine, ki smo jo predhodno 
segreli na 37 °C. Centrifugirke smo nato zaprli in jih pustili stati v vodni kopeli 25 minut 
pri 37 °C. Hipotonična raztopina je v primerjavi z notranjostjo človeških celic manj 
koncentrirana raztopina soli, katere vloga je, da celice v njej ustrezno nabreknejo in na ta 
način doseţemo primerno razporeditev kromosomov (32). 
Ko je čas potekel, smo v vsak vzorec dodali 3-4 kapljice fiksativa in vzorce nemudoma 
dali centrifugirat za 8 minut pri 1600 rpm. Zopet smo previdno odstranili supernatant in 
sediment temeljito premešali. Nadalje smo počasi, po kapljicah dodali 8 mL fiksativa. Po 
15 minutah na sobni temperaturi smo epruvete spet centrifugirali (8 minut, 1600 rpm), 
odstranili supernatant, temeljito premešali in počasi dodali 8 mL fiksacijske mešanice. 
Spiranje celic s fiksativom smo ponovili še 2-krat, da je bila raztopina popolnoma bistra. 
Po zadnjem centrifugiranju smo v epruveti z vzorcem pustili pribliţno 0,5 mL supernatanta 
in dobro premešali. Fiksirane celice smo hranili v zamrzovalniku (–20 °C) vsaj dve uri 
pred nanosom na objektna stekla. 
3.4.6 Nanos na stekla 
 Priprava objektnih stekel: 
Pred nanosom celic smo nova objektna stekla zloţili v stekleno leţečo kadičko za objektna 
stekla. Stekla smo nato najprej 30 minut spirali z vročo vodo in na koncu še 5 minut z 
mrzlo vodo. Sprana stekla smo še 3-krat sprali z destilirano vodo in jih nato pustili v celoti 
potopljena v sveţe doliti destilirani vodi. V hladilniku smo jih lahko hranili do 3 dni. 
 Nanos vzorcev na objektna stekla: 
Vzorce smo vzeli iz zamrzovalnika in jih s pomočjo stresalnika dobro premešali. Da smo 




Objektno steklo smo s pinceto vzeli iz vode in ga poloţili na staničevino, kjer smo osušili 
matirni rob in nanj napisali priimek bolnika, njegov ID in ime sonde. S konico nastavka 
pipete, v katerega smo posrkali 20 μL vzorca, smo se najprej rahlo dotaknili stekla (za 
primerno mesto nanosa si pomagamo z objektnim steklom, kjer je zarisano območje 
avtomatskega štetja), nakar smo vzorec z višine mm spustili na objektno steklo. Steklo smo 
nato hitro poloţili v komoro Optichrome za vsaj 4 minute, brez vmesnih odpiranj. Komora 
Optichrome z nastavljeno temperaturo 24 °C in vlaţnostjo 46 % zagotavlja optimalno 
okolje za nanos celic, saj se celice po površini stekla bolj enakomerno razporedijo. 
Ko so se stekla posušila, smo s pomočjo invertnega mikroskopa preverili, če je gostota 
celic ustrezna. V primeru preredkega nanosa smo na stekelce nad paro še dodatno nanesli 
20 μL vzorca ali pa smo vzorec ponovno centrifugirali in odstranili nekaj supernatanta. 
Pregostim vzorcem smo dodali še nekaj fiksativa in jih tako zredčili. Pred vsakim nanosom 
vzorca na objektno steklo smo vsebino epruvete dobro premešali. 
V kolikor je bil preparat primeren za hibridizacijo (enakomerno razporejene celice, ki niso 
premočno svetile in brez večjih skupkov celic), smo z diamantnim rezilom označili 
območje na steklu, ki je ustrezalo za izvedbo hibridizacije (velikosti pribliţno 2 x 2 cm). 
Vzorec bolnika smo nanesli na 1–3 objektna stekla, odvisno od tega, koliko različnih sond 
pri bolniku smo preiskovali. Ko smo vsa stekla preverili pod invertnim mikroskopom, smo 
jih enega poleg drugega zloţili na grelno ploščo in jih najprej starali 30 minut na 60 °C, 
nato pa še 30 minut pri 90 °C. 
3.4.7 Postopek fluorescenčne in situ hibridizacije (FISH) 
Po zaključenem staranju smo objektna stekelca poloţili v stojalo in počakali, da so se pred 
nadaljnjo obdelavo spet ohladila na sobno temperaturo. 
3.4.7.1 Predpriprava stekel s tarčno DNA 
V vodni kopeli (37 °C) smo vmes med staranjem stekel ţe segreli kiveti za objektna stekla 
s 100 mL spodaj navedenih raztopin in v vsaki zaporedoma pustili objektna stekla 5 minut: 
1. 2 x SSC 
2. raztopina pepsina 
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Na sobni temperaturi smo v kivete za objektna stekla pripravili še spiralne raztopine 
2xSSC pufra in vanje prestavljali objektna stekla z vzorcem: 
1. 2 x SSC; 2 minuti 
2. 2 x SSC; 2 minuti 
3. 2 x SSC; 2 minuti 
4. formaldehidna raztopina; 10 minut 
5. 2 x SSC; 2 minuti 
6. 2 x SSC; 2 minuti 
7. 2 x SSC; 2 minuti 
8. 70 % etanol (EtOH); 2 minuti 
9. 90 % EtOH; 2 minuti 
10. 100 % EtOH; 2 minuti, nato smo stekla dobro osušili. 
3.4.7.2 Kodenaturacija vzorca in sonde (denaturacija/hibridizacija) 
DNA-sonde smo vzeli iz hladilnika/zamrzovalnika in jih odtalili. Nato smo jih na hitro 
premešali (stresalnik) in centrifugirali, da se je sonda zbrala na dnu. 
 Sonde Vysis LSI: v črno epico smo odpipetirali 4,7 μL LSI pufra, 1,4 μL vode in 0,7 
μL sonde. Pripravljeno vsebino smo centrifugirali, premešali in ponovno centrifugirali, 
da se je zbrala na dnu. 
 Sonde Leica: te sonde so ţe predpripravljene, zato dodatna priprava ni potrebna. 
6,7 μL tako pripravljene sonde smo nanesli na sredino označenega polja na steklu in nanjo 
poloţili krovno stekelce (18 x 18 mm), tako da ni mehurčkov. Robove krovnega stekelca 
smo zalili z »gumijastim cementom« za tesnjenje krovnega stekelca. Za primerno mesto 
nanosa sonde smo si zopet pomagali z objektnim steklom z zarisanim območjem 
avtomatskega štetja, zato da je sonda res v celoti prekrila to polje. 
Stekla smo nato poloţili na ploščo denaturatorja/hibridizatorja ThermoBrite, ter zagnali 
ustrezen program. Sonde in tarčna DNA so se najprej denaturirali 1 minuto (sonde Vysis) 
oziroma 10 minut (sonde Leica) pri 75 °C, nato pa se je aparat ohladil na 37 °C in tako se 
je pričela hibridizacija sond. Hibridizacija je potekala ustrezen čas – navadno je to vsaj 16 
ur, oziroma preko noči. 
27 
 
3.4.7.3 Spiranje stekel po hibridizaciji 
 S stekel smo odstranili krovna stekelca in stekla za 4 minute postavili v spiralno 
raztopino NP-40, ki smo jo predhodno segreli na 73 °C. 
 Stekla smo nato prestavili za 4 minute v posodico s PBT na sobni temperaturi. 
 Na povsem mokro steklo, ki smo ga odcedili na staničevini, smo kanili 10 μL DAPI 
Counterstain II ter ga pokrili z velikim krovnim steklom (24 x 50 mm). Pri tem smo 
pazili, da niso nastali morebitni mehurčki. 
 S staničevino smo nato ovili stekla in jih dobro popivnali in osušili. Poloţili smo jih v 
črno plastično škatlo s pokrovom in jih postavili v zamrzovalnik vsaj za pol ure. 
3.4.8 Značilnosti uporabljenih DNA-sond 
Uporabili smo različne vrste lokus-specifičnih sond, katere se veţejo na specifična 
nukleinska zaporedja na kromosomu. 
3.4.8.1 Genske DNA-sonde 
Veţejo se na specifičen gen kromosoma in se uporabljajo za ugotavljanje izgube ali 
pomnoţitve le-tega (5). Pri normalni celici sta vedno prisotna po dva signala, pri izgubi je 
viden le en, redkeje tudi nič signalov, pri pomnoţitvi pa tri ali več signalov. 
DNA-sonda Leica DLEU1/TP53 (Kreatech, Nizozemska) (slika 6) se uporablja v 
diagnostiki KLL in diseminiranega plazmocitoma. Sonda DLEU1 pokriva kromosomsko 
področje 13q14 in je označena rdeče. Izguba tega področja je napovedno ugodna. Sonda 
TP53 pa pokriva kromosomsko področje 17p13, označena je zeleno, izguba tega gena pa je 
napovedno zelo neugodna (33). 
 
Slika 6: Sonda Leica DLEU1/TP53 (33). 
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DNA-sonda Leica ATM/GLI1 (Kreatech, Nizozemska) (slika 7) se uporablja pri 
različnih limfoproliferativnih boleznih, predvsem pri KLL. S sondo ATM, ki je označena 
rdeče, zaznamo izgubo na kromosomskem področju 11q22, izguba tega gena je napovedno 
neugodna. Sonda GLI1 pokriva kromosomsko področje 12q13, označena je zeleno, zazna 
pa pomnoţitev ali trisomijo kromosoma 12 (34), le-ta pa je napovedno vmesna. 
 
Slika 7: Sonda Leica ATM/GLI1 (34). 
3.4.8.2 Razcepne DNA-sonde 
Z razcepnimi sondami (angl. break-apart probes) ugotavljamo ali je prišlo do preureditve 
gena s strukturnimi spremembami, kakršne so npr. translokacije, inverzije, insercije (5). Pri 
normalni celici pričakujemo po dva zlita signala ali fuziji (oranţno-zelena signala). 
Z DNA-sondo Vysis LSI MLL (Abbott, ZDA) (slika 8) odkrivamo različne preureditve 
na kromosomskem področju 11q23, ki vključuje gen KMT2A. Večji del, centromerno od 
gena KMT2A, je označen zeleno, medtem ko je manjši del, telomerno od gena KMT2A, 
označen oranţno (35). V primeru razcepa gena KMT2A in nastanka translokacije je to 
vidno kot ena fuzija, en oranţen in en zelen signal, v primeru izgube področja distalno od 
gena KMT2A, pa je vidna ena fuzija in en izoliran zelen signal (35,36). Izguba tega gena je 
napovedno neugodna, preureditve so pomembne tudi diagnostično. 
 
Slika 8: Sonda Vysis LSI MLL (36). 
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3.4.8.3 Translokacijske ali fuzijske DNA-sonde 
S translokacijskimi oziroma fuzijskimi sondami (angl. translocation, fusion probes) 
ugotavljamo, ali je prišlo do translokacije gena (lahko tudi inverzije ali insercije) in s tem 
nastanek zlitih signalov (fuzij) (5). To so dvobarvne sonde, pri katerih ločimo več 
podtipov: nastane lahko dodaten signal, ena fuzija ali pa dvojna fuzija (35). Pri normalni 
celici sta pod mikroskopom vidna dva oranţna in dva zelena signala. 
DNA-sonda Vysis LSI IGH/CCND1 (Abbott, ZDA) (slika 9) zazna translokacijo 
t(11;14). Kromosomsko področje 11q13 je označeno oranţno, področje 14q32 pa zeleno. 
Če je prisotna translokacija, je to opaziti kot dve fuziji, ter en oranţen in en zelen signal 
(36). Sondo uporabljamo za ločitev KLL od LPC, kjer je t(11;14) največkrat prisotna. 
 
Slika 9: Sonda Vysis LSI IGH/CCND1 (36). 
DNA-sonda Vysis LSI RUNX1/RUNX1T1 (Abbott, ZDA) (slika 10), bolje poznana po 
starem imenu LSI AML1/ETO, zazna translokacijo t(8;21). Kromosomsko področje 8q21 
je označeno oranţno, področje 21q22 pa zeleno. Ob nastanku translokacije se tudi tu 
pojavita dve fuziji, ter en oranţen in en zelen signal (37). Ta translokacija je ponavljajoča 
pri AML, pomembna je tako diagnostično kot napovedno. 
 
Slika 10: SondaVysis LSI RUNX1/RUNX1T1 (37). 
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3.4.9 Vrednotenje preparatov FISH 
S pomočjo fluorescenčnega mikroskopa in ustreznih filtrov smo ovrednotili preparat ter 
ugotavljali spremembo števila signalov (zmanjšanje ali povečanje) in/ali vzorca signalov 
(nastanek ali razcep zlitih signalov). Število in/ali vzorec signalov pri normalni in patološki 
celici je specifično za vsako uporabljeno DNA-sondo, zato smo pred začetkom štetja za 
vsako sondo preverili naštete podatke (opisano v poglavju 3.4.8). 
3.4.9.1 Ročno vrednotenje preparatov 
Pri vrednotenju fluorescenčnih signalov smo se drţali navodil za štetje pozitivnih in 
negativnih celic oziroma jeder – nismo šteli, če so si bila jedra preblizu in nismo mogli 
določiti njihovih robov (slika 11). 
 
Slika 11: Pravila za štetje celic oziroma jeder pri preiskavi FISH. 
Dva preiskovalca sta preštela vsak po 200 celic in sicer tako, da je vsak preštel po 100 celic 
v dveh ločenih področjih preparata. Če se je število izsledkov med preiskovancema 
razlikovalo za več kot 10 %, je moral šteti še tretji preiskovalec – za rezultat smo tako 
upoštevali tisti dve vrednosti, ki sta odstopali za manj kot 10 %. Končni rezultat smo 
podali kot deleţ (%) nenormalnih celic v vzorcu, za vsako uporabljeno DNA-sondo. 
3.4.9.2 Avtomatsko štetje preparatov 
Preparat smo pritrdili na motorizirano mizico mikroskopa, ter v računalniški program 
vpisali podatke bolnika in izbrali ustrezno avtomatizacijo za določeno DNA-sondo. Nato 
smo zagnali program avtomatskega štetja in za vsak preparat počakali največ 30 minut. Ko 
je računalniški program poslikal ter ustrezno prepoznal in razporedil vsaj 200 celic, se je 
sam ustavil. Rezultate avtomatskega štetja smo vpisali v preglednico pod stolpec 
»avtomatsko«, zabeleţili pa smo tudi čas avtomatskega štetja in število slikanih področij. 
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Nato smo odprli galerijo z vsemi poslikanimi celicami preparata, izračunali deleţ (%) 
celic, ki jih računalnik ni prepoznal (nerazporejene celice), in preverili ustreznost 
razporejenih celic, sicer smo jih sami premaknili v ustrezen razred, neustrezne slike celic 
(celice v skupkih, brez signalov, nejasni robovi...) pa smo zavrnili. Tako popravljene 
rezultate avtomatskega štetja smo nato vpisali v preglednico pod stolpec »korigirano 
avtomatsko«. 
Za primerjavo med ročnim in avtomatskim štetjem pa smo v preglednico vpisali tudi 
rezultate ročnega vrednotenja preparatov, in sicer pod stolpec »ročno«. 
3.4.10 Galerija – pregled slikanih celičnih jeder 
Katere in koliko celic oz. celičnih jeder ter kam je program razporedil določene celice, 
lahko ugotovimo s pregledom galerije v programu »GenASIs – Case Data Manager« 
(Applied Spectral Imaging, ZDA). Kako galerija izgleda, prikazuje slika 12. Na vrhu okna 
v prvi vrstici je navedena ID oznaka bolnika ter številka in oznaka preparata, vrstica pod 
njo vsebuje različne poglede, analize in nastavitve programa ter pomoč. Na dnu okna so 
številčni podatki razporejenih celic, koliko celic smo pregledali, sprejeli ali zavrnili, in 
nazadnje, koliko je vseh slikanih celic ter število strani galerije. 
Osrednji del galerije je ločen na levo in desno stran. Na desni strani zgoraj lahko 
razberemo stanje analize, število slikanih področij in preštetih celic, histogram 
razporejenih celic v različne razrede (številčno ali kot deleţ) ter lokacijo preparata na 
motorizirani mizici in lokacijo slikanih področij. Desna stran spodaj prikaţe slikana 
področja in/ali celice – lahko jih gledamo kot vse celice ali po razredih, jih sprejmemo ali 
zavrnemo, pregledamo pa lahko tudi nerazporejene celice in morebitne dodane razrede. 
Na levi strani galerije je zgoraj velika povečana slika izbrane posamezne celice, kjer je 
prikazan programsko določen rob celice (bela črta) in programsko zaznani signali v 
ustreznih barvah. V levem spodnjem kotu te slike je zapisano število signalov po barvah in 
ime razreda razporeditve. Spodnje manjše, a surove slike prikazujejo stanje te iste celice, 
zajete v različnih filtrih (kontrastne in signalne slike) – najprej so zdruţene vse slike 




Slika 12: Izgled galerije za pregled slikanih celičnih jeder v programu GenASIs. 
3.4.11 Določitev pražnih vrednosti 
Za avtomatsko štetje smo za sonde, ki smo jih uspešno analizirali, določili tudi praţne oz. 
mejne vrednosti. Te smo izračunali v programu Microsoft Excel s pomočjo statistične 
funkcije β-inverzija (BETA.INV). V funkcijo smo vnesli interval zaupanja (izbrali smo 95 
% interval zaupanja), najvišje število laţno pozitivnih celic posamezne preureditve, ki jim 
prištejemo še 1, ter število celic razporejenih le v osnovne razrede. Laţno pozitivne celice 
so vse tiste, kjer je število in/ali vzorec signalov odstopal od normalnega, in sicer pri 
preparatih, za katere vemo, da so ročno ovrednoteni kot negativni (normalni). 
                                        
LP ... število laţno pozitivnih celic za posamezno preureditev 
N  ... število razporejenih celic (le osnovni razredi, v primeru da so prisotni tudi dodani) 
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Primer: ko pri avtomatsko razporejenih 200 celicah sistem najde 17 laţno pozitivnih celic 
za posamezno preureditev, je BETA.INV(0,95; 18; 200) vrednost 0,115194, kar pomeni 
11,52 % laţno pozitivnih celic za to preureditev. 
3.4.12 Statistična obdelava podatkov 
Statistično obdelavo podatkov smo naredili z računalniškim statističnim programom 
MedCalc (MedCalc Statistical Software, verzija 14.8.1). 
Wilcoxonov test predznačenih rangov oziroma Wilcoxonov test enakovrednih parov je 
neparametrična alternativa parnemu t-testu. Uporablja se, kadar sta dva vzorca odvisna, 
podatki pa niso normalno porazdeljeni (38). S tem testom smo lahko ugotovili, ali je pri 
pozitivnih vzorcih med ročnim in korigiranim avtomatskim štetjem prisotna statistično 
značilna razlika (p < 0,05) ali ne. 
Spearmanov koeficient korelacije je neparametrični statistični test, ki meri stopnjo 
povezanosti med dvemi pari nenormalno porazdeljenih podatkov (39). Vrednosti bliţje 1 
pomenijo boljšo stopnjo povezanosti podatkov. Povezanost podatkov smo ugotavljali pri 
pozitivnih vzorcih in med vsemi načini štetja (ročno – avtomatsko, ročno – korigirano 
avtomatsko, avtomatsko – korigirano avtomatsko). 
Analiza Bland-Altman je grafična analiza za primerjavo dveh metod merjenja, kjer se 
razliko meritev prikaţe v odvisnosti od povprečja meritev (40). Največkrat se uporablja za 
testiranje nove metode. Graf XY dobimo z naslednjo formulo (41): 
                        (
   
 
      ) 
A ... referenčna metoda; B ... testna metoda 
Dobljeni graf je razsevni diagram, kjer X-os predstavlja povprečje meritev, Y-os pa razliko 
meritev obeh metod (41). Interval zaupanja je opredeljen kot povprečna razlika ±1,96 SD 
(standardna deviacija) razlik. Če ta interval ne presega največje dovoljene razlike med 
metodama, sta obe metodi primerljivi in ju je mogoče zamenjati (40). Z analizo Bland-




4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
V raziskovalno delo smo skupno vključili 85 preparatov. Na teh preparatih smo izvedli 
analizo FISH z različnimi DNA-sondami: 32 preparatov s sondo DLEU1/TP53, 36 
preparatov s sondo ATM/GLI1, 7 preparatov s sondo LSI MLL in po 5 preparatov s 
sondama LSI IGH/CCND1 in LSI RUNX1/RUNX1T1. Vzorci so pripadali 55-im 
različnim bolnikom. 
Podatke bolnikov, ki smo jih potrebovali za nadaljnje raziskovanje, smo prikazali v 
preglednicah, ki se nahajajo pri vsaki sondi posebaj. Vzorce smo vodili pod štirimestno 
številko, ki predstavlja identifikacijsko oznako (ID) vzorca v laboratoriju, kjer smo 
raziskavo izvedli. Navedli smo tudi spol bolnikov in vrsto vzorca, ki je bil odvzet. 
4.1 OPTIMIZACIJA POSTOPKA AVTOMATSKE ANALIZE 
4.1.1. Priprava preparata za avtomatsko analizo 
Da bo avtomatsko štetje uspešno, je potrebno ţe na začetku pripraviti kar najustreznejši 
preparat. Pred samim zbiranjen rezultatov za naše delo smo sprva testirali precej 
preparatov, da smo ugotovili, kakšne so posebne zahteve za pripravo preparatov in v čem 
se razlikujejo od sicerjšnjega postopka brez avtomatizacije. Prišli smo do naslednjih 
napotkov za najustreznejšo pripravo preparata: 
 Kakovost nanosa na steklo. Z invertnim mikroskopom ocenimo, ali je preparat 
primeren za avtomatsko štetje – v kolikor je prisotno veliko skupkov, kjer ni moţno 
videti celičnih robov, segmentirana jedra ali pa je preparat samo preredek, je potrebna 
nova priprava nanosa. 
 Območje zajema slike (slika 13). Je vedno enako glede na predmetno steklo, zato je 
ključno, da je gostota in kvaliteta nanosa celic na tem območju najustreznejša. Pri 
nanosu celic na objektno steklo si zato vedno pomagamo z objektnim steklom, kjer je 





Slika 13: Območje zajema slike. A) Shematični prikaz območja zajema slike in trenutnega položaja na 
steklu v programu GenASIs. B) Objektno steklo, kjer je zarisano območje avtomatskega štetja. 
 Označevanje območja zanimanja. Pri označevanju stekla z diamantnim rezilom 
pazimo, da črte ne zareţemo v območju avtomatskega štetja, saj pri skeniranju 
območja zajema pride do loma svetlobe in zato program zazna, kot da je tam največja 
gostota celic. V nadaljevanju zato program izbira območja za zajem slik večinoma v 
tem laţnem območju največje gostote celic, kar precej podaljša čas avtomatskega 
štetja. 
 Nanos DNA-sond. Zopet si pomagamo z objektnim steklom, kjer je zarisano območje 
avtomatskega štetja – sonda mora prekriti celotno površino, sicer ostajajo območja, 
kjer so celice brez signalov in tako se po nepotrebnem poveča deleţ nerazporejenih 
celic. 
 Nanos nasprotnega barvila DAPI. Pazimo, da pri pokrivanju preparata s krovnim 
steklom na območju avtomatskega štetja ne nastanejo mehurčki, ker pride do 
drugačnega loma svetlobe, pri skeniranju preparata pa do laţne zaznave večje gostote 
celic. Pazimo tudi, da dobro osušimo preparat, sicer program ostri na plavajoče delce, 
nato pa slika območja z redkejšo gostoto celic, kar podaljša čas analize.  
Slika 14 prikazuje ustrezen preparat za avtomatsko štetje. Preparat je primerne gostote, saj 
so celična jedra eno ob drugem, jasno je vidna meja posameznega jedra, signali so 
primerno močni za prepoznavanje, vsa jedra so ustrezno označena, morebitnega ozadja 




Slika 14: Preparat FISH ustrezne kakovosti za avtomatsko štetje. Sonda ATM/GLI1 (gen ATM – rdeč, 
gen GLI1 – zelen) 
4.1.2 Vpliv priprave preparata na prepoznavanje celičnega jedra 
Kljub optimizaciji priprave kar najbolj popolnega preparata pa se vsem nevšečnostim, ki 
motijo avtomatsko štetje, ne moremo izogniti in za nekatere do samega štetja niti ne vemo. 
Tako se v preparatu še vedno lahko znajde kakšen skupek celičnih jeder in nekaj 
segmentiranih jeder, lahko pa se pojavijo tudi moteče ozadje, mehansko poškodovana 
celična jedra. Vse te nevšečnosti največkrat povečujejo število nerazporejenih celic, 
nekoliko pa tudi čas avtomatskega štetja. 
Segmentirana celična jedra (slika 15), predvsem takrat, ko sta prisotna samo dva večja 
segmenta, program prepozna kot dve ločeni celici, zato ne prepozna pravilnega števila ali 
vzorca signalov. Jedra z več manjšimi segmenti niso problematična, saj program tako 
segmentirano jedro normalno prepozna kot eno samo celico. Razlog je v nastavitvah 
programa, kjer je določena minimalna velikost jedra, da ga program smatra za eno samo 
celico. V kolikor so segmenti majhni in vsak posamezen segment ne dosega te minimalne 
velikosti, program zazna, da je jedro verjetno segmentirano, zato zaobjame vse te male 
segmente skupaj in jih prepozna kot eno celico. Navadno preparati ne vsebujejo veliko 
segmentiranih jeder. Če ţe pod invertnim mikroskopom v preparatu opazimo veliko takih 




Slika 15: Prepoznava posameznih celičnih jeder. Sliki levo sta neobdelani, sliki desno sta programsko 
obdelani – označeno je, kaj program prepozna kot posamezno jedro. A) Celica z dvema večjima 
segmentoma, ki jo program prepozna kot dve ločeni celici. B) Celica z več manjšimi segmenti, ki jo 
program pravilno prepozna (sonde in filtri za posamezna barvila so označeni na slikah). 
Skupki celičnih jeder (slika 16) so problematični zato, ker program ne zna določiti 
pravilnega celičnega roba, saj je ta zabrisan in ga je tudi pri ročnem vrednotenju nemogoče 
določiti. Še slabše je, če so v preparatu prisotne nitke ali drugi artefakti. Tako se znotraj 
napačno določenega celičnega roba lahko znajdejo še signali sosednjih celic ali pa signali 
samega jedra izpadejo izven roba, sploh če se nahajajo ob celičnem robu. Preparate s 
preveč skupki zato izločimo ţe na ravni pregleda z invertnim mikroskopom. 
 
Slika 16: Nepravilna prepoznava celičnega jedra, kadar so prisotni celični skupki (sonda in filtri za 
posamezna barvila so označeni na slikah). 
Do mehanskih poškodb celičnega preparata (slika 17) lahko pride na več ravneh 
priprave preparata, predvsem pri nanosu sond in DAPI, ker lahko preko celic po nerodnosti 
potegnemo z nastavkom pipete ali pa pri postopku spiranja sond, ko moramo s preparata 
odstraniti krovno stekelce in lahko pri tem poškodujemo celice. Rezultat so celice z 
nepravilnim številom in/ali vzorcem signalov. 
 
Slika 17: Odsotnost signalov na mehansko poškodovani celici (sonda in filtri za posamezna barvila so 
označeni na slikah). 
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Nepravilna prepoznava celičnega roba (slika 18) je teţava, ki se jo da odpraviti z fino 
nastavitvijo avtomatizacije določene DNA-sonde. Problematično je, da pri določenih 
sondah, kljub jasno vidnemu celičnemu robu, program določi: 
 manjšo celico in tako se zgodi, da signali, ki so blizu roba izpadejo ven (največkrat 
smo to opazili pri uporabi sonde LSI RUNX1/RUNX1T1) (slika 18 a, b), 
 večjo celico, zaradi česar celica pridobi še signale sosednje celice (največkrat pri sondi 
LSI MLL) (slika 18 c). 
 
Slika 18: Nepravilna prepoznava celičnega roba (sonde in filtri za posamezna barvila so označeni na 
slikah). 
Ozadje (slika 19) je posledica slabega spiranja prebitka sonde, ki ostane na preparatu in 
nato pod fluorescenčno svetlobo zasveti. Rezultat so celice z ogromnim številom signalov. 
Največkrat se to zgodi pri preparatih z manjšo gostoto celic, kjer ostane več sonde 
nehibridizirane. Preparat lahko ponovno spiramo in ponovno avtomatsko štejemo, vendar 
smo izgubili čas štetja enega stekla, zato vselej pazimo, da bo gostota celic na preparatu 





Slika 19: Prepoznava celičnega jedra, kadar je prisotno ozadje (sonda in filtri za posamezna barvila so 
označeni na slikah). 
Nazadnje je treba še omeniti, da so celice oziroma celična jedra tridimenzionalne strukture, 
torej so kromosomi v njih razporejeni na različnih globinah. To pomeni, da so tudi signali 
vezane sonde na preparatu zato vidni v različnih ravninah, zato je pomembno, da tudi 
program slikanje izvaja v več ravninah in tako zajame veliko več signalov, kot če bi slikal 
le v eni sami. Pri naših sondah je v nastavitvah določeno, da se slika preparata zajame v 
kar 5-ih ravninah. 
4.2 PRIMERJAVA ROČNEGA IN AVTOMATSKEGA 
VREDNOTENJA ANALIZE FISH  
Po prvotnem ročnem vrednotenju preparata smo isti preparat nato vrednotili še z 
avtomatskim štetjem. Genske sonde, s katerimi ugotavljamo izgubo ali pomnoţitev 
signalov, nam pri avtomatskem štetju niso povzročale večjih teţav, zato smo lahko poleg 
negativnih preparatov (odsotnost kromosomskih preureditev) preverili tudi delovanje 
avtomatskega štetja pri pozitivnih preparatih, kjer je prisotna preureditev za ciljno sondo. 
Pri razcepnih in translokacijskih oziroma fuzijskih sondah pa smo imeli ogromno teţav. 
Zato smo pri teh sondah uporabili le preparate vzorcev brez sprememb. 
4.2.1 Sonda DLEU1/TP53 (Leica) 
Z DNA-sondo DLEU1/TP53 določamo izgubo obeh tarčnih genov pri bolnikih s KLL. 
Avtomatsko smo vrednotili 32 preparatov. Podatki o analiziranih vzorcih, ocene preparatov 
ter podatki avtomatske analize z opombami so zbrani v preglednici 2, rezultati ročnega in 
avtomatskega vrednotenja pa v preglednici 3. 
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Preglednica 2: Podatki o vzorcih, ocena preparatov in podatki avtomatske analize s pomembnimi 





















































1 7847 M BS 25 83 24,6 202 D O O Nanos! Redek preparat! 
2 7862 Ţ KM 13 31 26,6 204* D D O 
Nanos! 
Dodan 1 razred (RC=240)  
3 7933 Ţ KM 9 14 31,1 202 O O D 
Nanos!  
Uvesti nov razred – 1Z 0R 
4 7934 Ţ KM 15 36 60,8 203* D D D 
Nanos! Razpadle celice. 
Dodan 1 razred (RC=260) 
5 8037 Ţ PK 11 24 64,9 204* O D O Doda 2 razreda (RC=390) 
6 8042 Ţ PK 9 15 11,5 230 O O D  
7 8043 M PK 9 13 40,3 227* O D O Dodan 1 razred (RC=297) 
8 8045 Ţ PK 14 33 64,4 219* O D O Dodan 1 razred (RC=285) 
9 8047 M KM 14 43 19,8 203 O D O 
Redek preparat. Umazan 
objektiv (neostro slikanje) 
10 8054 Ţ KM 8 8 15,6 232 O D O Umazan objektiv? 
11 8074 Ţ KM 15 35 29,1 217* O D O Dodan 1 razred (RC=257) 
12 8087 M PK 9 13 49,9 232* O D O Doda 2 razreda (RC=386) 
13 8148 M KM 17 52 52,3 203* O D O 
Nitke. Umazan objektiv? 
Dodan 1 razred (RC=256) 
14 8157 M KM 11 22 55,9 209* O D O Doda 2 razreda (RC=325) 
15 8168 Ţ PK 13 30 34,1 211* O D O Dodan 1 razred (RC=256) 
16 8172 Ţ PK 12 28 34,9 222* O D O Dodan 1 razred (RC=259) 
17 8174 M PK 13 34 17,8 226 O D O Mehansko poškodovan 
18 8190 Ţ PK 9 11 20,8 259* O D O Dodan 1 razred (RC=306) 
19 8216 Ţ PK 11 22 30 222* O D O Dodan 1 razred (RC=263) 
20 8217 M PK 8 10 23,7 229 O D O  
21 8219 M PK 9 11 7,5 247 O O O  
22 8220 M PK 8 9 16 237 O O O  
23 8231 M KM 14 33 21,5 216 D D O Skupki celic. 
24 8238 M PK 7 6 7,3 254 O O O  
25 8262 M PK 21 69 18,1 203 D D O Redek preparat. 
26 8271 Ţ PK 15 41 16,6 201 D O O  
27 8641 M PK 30 95 45,5 205* D D O 
Doda 2 razreda (RC=308). 
Uvesti nov razred – 1Z 0R 
28 8660 Ţ PK 22 64 55,8 203* D D O Dodan 1 razred (RC=257) 
29 8769 M PK 13 27 14,8 213 O D O  
30 8770 M KM 19 50 11,3 211 D D D 
Ostri moteče ozadje in 
presvetli signale! 
31 8883 Ţ PK 17 40 25,5 202* D D O Dodan 1 razred (RC=244) 
32 8890 Ţ KM 12 23 24,2 216 D D O Veliko večjedrnih celic! 
ID – identifikacijska oznaka vzorca/preparata; NC – nerazporejene celice; RC – razporejene celice 
ocena preparata (O – odlično; D – dobro) 
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Kakovost oziroma oceno preparatov smo ocenili tristopenjsko (odlično, dobro, slabo), in 
sicer z ročnim pregledom preparata. Glede na kakovost razporeditve in gostote celic 
(skupki celic, fibrinske nitke) ter ozadja so bili preparati primerne kakovosti, medtem ko je 
bilo 25 preparatov glede na kakovost signalov ocenjenih le z dobro – povsod so bili 
namreč slabše vidni zeleni signali, zato je program kar pri 16-ih preparatih ob koncu 
analize dodal 1 ali celo 2 dodatna razreda razporeditve, saj zelenih signalov ni zaznal. 
Slabše vidni zeleni signali so problem same sonde, tako da jih je marsikdaj tudi ročno teţje 
vrednotiti. Slabih preparatov ni bilo, saj smo jih pri pregledu pod invertnim mikroskopom 
ţe izločili. 
Povprečni čas analize enega preparata je 13 minut in pol, od tega je bilo 10 preparatov 
zaključenih v manj kot 10-ih minutah, 15 preparatov v 10–15-ih minutah, le 7 preparatov 
je potrebovalo več kot 15 minut. Deleţ nerazporejenih celic je bil pri preparatih z le 
osnovnimi razredi razporeditve od 7,3 do 31,1 %, povprečno 17,6 %, medtem ko je bilo pri 
preparatih z dodanimi razredi razporeditve nerazporejenih celic od 20,8 do 64,9 %, 
povprečno pa 43,2 %. 
Program ima za štetje sonde DLEU1/TP53 prednastavljenih 5 osnovnih razredov, kamor 
razporeja celice – normalno (2 zelena, 2 rdeča signala), delecija 17p (1 zelen, 2 rdeča 
signala), delecija 13q (2 zelena, 1 rdeč signal), bialelna delecija 13q (2 zelena in brez 
rdečih signalov), ter delecija 13q in 17p skupaj (1 zelen, 1 rdeč signal). Rezultat oziroma 
deleţ vsake posamezne preureditve smo tako izračunali iz več razredov, kjer se ta 
preureditev pojavi. 





























































































































































































1 7847 84 76,7 76,2 0 2,5 0 0,3 17,8 4,2 202 13 32 189 
2 7862 25,8 33,3 30,3 61 55,9 57,1 0,3 11,8 3 204* 6 20 198 
3 7933 52,3 55,9 46,2 7,3* 6,4 9,7 21,3 22,8 12,3* 202 7 40 195 
4 7934 9,3 19,2 7,3 0 6,4 0,6 45,8 55,2 54,2 203* 26 28 177 
5 8037 3 10,3 5 0 0,5 0 2 29,4 12,6 204* 5 49 199 
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6 8042 1,3 10,9 5,4 0 0,4 0 2,3 20,4 5,4 230 6 46 224 
7 8043 96 95,2 87,8 0 0 0 3,3 20,7 5,9 227* 5 44 222 
8 8045 41,8 53 46,1 19,3 11,9 13,8 2,8 18,7 5,1 219* 2 41 217 
9 8047 0,3 29,1 4,2 0 9,9 0 2,3 14,8 4,7 203 13 74 190 
10 8054 94 72 89,8 0 25,4 4 4 11,2 6,2 232 6 63 226 
11 8074 1 12,4 3,3 0 0,5 0,5 2,5 24 8 217* 5 51 212 
12 8087 1,8 6,5 2,6 0 0 0 0,5 21,1 7,3 232* 0 45 232 
13 8148 5,8 12,8 4,2 0 1,5 0 0,3 23,6 8,4 203* 12 42 191 
14 8157 4,8 19,6 8,9 0 1 0 7,5 31,5 17,8 209* 7 59 202 
15 8168 93,8 87,2 85,4 0 2,4 1,9 1 22,8 5,3 211* 5 41 206 
16 8172 2,3 10,4 7,5 0 2,3 0 4,3 24,3 5,7 222* 10 39 212 
17 8174 4 16,8 7,8 0 1,8 0 0,3 14,2 3,7 226 7 38 219 
18 8190 2 4,6 3,5 93 89,2 89,8 0,8 2,3 0 259* 3 5 256 
19 8216 0 8,6 2,3 0 0,9 0 2,3 17,6 3,7 222* 4 41 218 
20 8217 76 78,6 67,4 0 0,9 0 1,5 16,2 4,8 229 2 45 227 
21 8219 4,5 12,1 3,7 0 0 0 7,5 28,3 13,1 247 2 58 245 
22 8220 46,3 55,7 51,9 16 15,6 13,6 2,3 15,6 3,8 237 2 40 235 
23 8231 0,8 20,8 4,4 0 0,5 0 0,8 19 2,4 216 11 59 205 
24 8238 40 50,4 44,1 0 0 0 0,5 22,4 4,3 254 0 59 254 
25 8262 91,8 61,1 74,4 0 23,2 1 19,3 25,1 16,6 203 4 71 199 
26 8271 45 57,2 42,8 0 3 0 22 31,3 23,7 201 7 51 194 
27 8641 11 4,9 1 74 81 81,8 10,8 4,4 3,6* 205* 13 7 192 
28 8660 95,8 87,2 97,8 0 9,4 0 87,8 45,8 79 203* 17 71 186 
29 8769 91,3 87,8 90,4 0 3,8 0 11,6 16 13,9 213 4 30 209 
30 8770 0,5 37,9 2,5 0 8,1 0 52 36,5 34,7 211 9 104 202 
31 8883 91,8 83,2 80,4 0 3 0 88,8 79,7 83 202* 8 19 194 
32 8890 30,8 55,1 45,2 0 2,8 0,5 35,8 47,2 43,8 216 6 43 210 
ID – identifikacijska oznaka vzorca/preparata. Predhodno ročno vrednotenje smo privzeli kot pravilen 
rezultat – zeleno obarvane celice tako predstavljajo negativne (normalne) vzorce, medtem ko rdeče obarvane 
celice pomenijo pozitiven rezultat za posamezno preureditev. Za izračun praţne vrednosti avtomatskega 
štetja so označene najvišje vrednosti negativnih vzorcev za posamezno preureditev. 
Analiza avtomatskega štetja pokaţe, da pri vsakem preparatu v povprečju zavrnemo okoli 
7 celic (celice z nejasnimi signali, skupki ipd., ki jih izločimo iz razporejenih celic in niso 
več upoštevane v rezultatih), pribliţno 15–25 % celic pa prerazporedimo v druge razrede. 
Ker gre za kombinacijo dveh sond v enem testu, ki glede uspešnosti hibridizacije delujeta 
tudi kot kontrola ena drugi, smo rezultate vsake sonde preučili posebej. 
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4.2.1.1 Delecija 13q (sonda DLEU1) 
V analizo smo vključili 19 pozitivnih vzorcev in 13 negativnih vzorcev. Redkejšo bialelno 
delecijo 13q (izguba obeh rdečih signalov) smo določili le pri 5-ih preparatih, večinoma 
skupaj z monoalelno del(13q). Predhodno določena praţna vrednost za del(13q) pri ročnem 
vrednotenju je 5,1 %. 
Za določitev praţne vrednosti del(13q) pri avtomatskem štetju smo vzeli vrednost vzorca 
8231. Čeprav imata vzorca 8047 in 8770 višje vrednosti laţno pozitivnih celic, smo prvega 
izločili iz analize zaradi neostrih signalov, drugega pa zaradi motečega ozadja z močnimi 
signali, ki so presvetlili prave signale (opombe v preglednici 2). Vrednost vzorca 8231 smo 
iz deleţa 20,8 % preračunali v število, torej 45 laţno pozitivnih celic. β-inverzija tako 
znaša 0,21553, kar pomeni, da je praţna vrednost za del(13q) 21,5 %. Če pa upoštevamo 
najvišje laţno pozitivne vrednosti vzorca 8770 lahko rečemo, da so avtomatske vrednosti 
večje od 32,1 % (β-inverzija vzorca 8770) zanesljivo pozitivne. Ker so imeli nekateri 
pozitivni vzorci klon celic z del(13q) manjši od niţje praţne vrednosti (7934, 8148, tudi 
8641), lahko sklepamo, da so avtomatske vrednosti del(13q) manjše od 14,5 % (β-inverzija 
pozitivnega vzorca 8148; pozitivne celice – 1) zanesljivo negativne. V vmesnem območju 
je potreben še bolj skrben pregled galerije in nato še preparata. 
Bialelno del(13q) pri večjem obsegu klona (nad 30 %), program zelo dobro zazna, medtem 
ko pri manjših klonih rezultat ni zanesljiv. Tu je zanimiv vzorec 7933, kjer smo ročno 
ovrednotili 7,3 % bialelne del(13q) (praţna vrednost je 3,1 %), izvid pa je bil za bialelno 
del(13q) izdan kot negativen, čeprav je bolnik v preteklosti ţe imel to preureditev. Tudi s 
korigiranim avtomatskim štetjem smo zaznali, da je bialelna del(13q) še prisotna. 
S primerjavo med ročnim in avtomatskim štetjem pri pozitivnih preparatih za del(13q) 
vidimo, da rezultati odstopajo za okoli 10 % (Bland-Altman graf, slika 20), prav takšno 
odstopanje smo določili med avtomatskim in korigiranim avtomatskim štetjem. 
Wilcoxonov test predznačenih rangov je pokazal, da statistične razlike med ročnim in 
korigiranim avtomatskim štetjem ni (p > 0,05). Spearmanov koeficient korelacije je med 
vsemi načini štetja pokazal odlično stopnjo povezanosti: ročno – avtomatsko (r = 0,918), 





Slika 20: Bland-Altman graf za pozitivne vzorce del(13q). 
4.2.1.2 Delecija 17p (sonda TP53) 
V analizo smo vključili 12 pozitivnih in 20 negativnih vzorcev. Ker so zeleni signali 
šibkejši zaradi majhne sonde, je prepoznavanje del(17p) teţavnejše, kar velja tudi za ročno 
štetje. Praţna vrednost za del(17p) pri ročnem vrednotenju je 6,3 %. 
Za avtomatsko štetje smo praţno vrednost izračunali iz vzorca 8037, kjer je deleţ 29,4 % 
predstavljal 60 laţno pozitivnih celic. β-inverzija je 0,273783, zato je praţna vrednost za 
del(17p) 27,4 %, torej so avtomatske vrednosti večje od 27,4 % zanesljivo pozitivne. Ker 
pa ima nekaj pozitivnih vzorcev klon celic z del(17p) manjši od praţne vrednosti (7933, 
8219, 8262, 8769, tudi 8641), lahko sklepamo, da so avtomatske vrednosti del(17p) manjše 
od 17,1 % (β-inverzija pozitivnega vzorca 8769) zanesljivo negativne. V vmesnem 
območju je potreben bolj skrben pregled galerije in nato še preparata. 
S primerjavo vrednosti pozitivnih preparatov med vsemi načini štetja vidimo, da 
avtomatsko štetje v povprečju odstopa 15–20 %. Odstopanje med ročnim in avtomatskim 
štetjem prikazuje Bland-Altman graf na sliki 21. Wilcoxonov test je pokazal, da statistične 
razlike med ročnim in korigiranim avtomatskim štetjem ni (p > 0,05), Spearmanov 
koeficient korelacije je pokazal manjšo stopnjo povezanosti med ročnim in avtomatskim 
štetjem (r = 0,729), zelo dobro med ročnim in korigiranim avtomatskim (r = 0,876), ter 




Slika 21: Bland-Altman graf za pozitivne vzorce del(17p). 
Bo pa potrebno programu za štetje sonde DLEU1/TP53 dodati nov osnovni razred, in sicer 
štetje bialelne del(13q) in del(17p) skupaj (1 zelen signal, brez rdečih). To vidimo pri 
korigiranih avtomatskih rezultatih del(17p) vzorcev 7933 in 8641, saj je dejanski rezultat 
del(17p) višji: v prvem primeru je 15,4 %, v drugem pa 8,8 %. Takšne celice smo med 
korigiranjem avtomatske analize razporedili v razred bialelne del(13q), sicer pa jih sam 
program razvrsti med nerazporejene celice; če je celic z drugačnim vzorcem kot so vzorci 
predhodno določenih razredov do 20 %, program ne naredi dodanega razreda razporeditve. 
Vzorcev s prisotno bialelno del(13q) in del(17p) je malo, a jih nikakor ne smemo zgrešiti. 
4.2.2 Sonda ATM/GLI1 (Leica) 
Z DNA-sondo ATM/GLI1 določamo izgubo tarčnega gena ATM in pomnoţitev tarčnega 
gena GLI1 (večimoma gre za trisomijo kromosoma 12) pri bolnikih s KLL. Avtomatsko 
smo vrednotili 36 preparatov. Podatki o vzorcih, ocene preparatov in podatki avtomatske 
analize s pomembnimi opombami so zbrani v preglednici 4, rezultati ročnega in 
avtomatskega vrednotenja pa v preglednici 5. 
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1 7847 M BS 26 100 56,2 207 D O O Nanos! Redek preparat! 
2 7862 Ţ KM 13 29 26 222 D O O Nanos! 
3 7933 Ţ KM 10 19 44,5 234 O O D Nanos! 
4 8037 Ţ PK 10 14 43 217* O O D 
Dodan 1 razred (RC=259) 
Ostri ozadje – ni vidnih R. 
5 8042 Ţ PK 9 15 36,1 200 D O O  
6 8043 M PK 9 8 4,7 265 O O O  
7 8045 Ţ PK 8 8 13,4 251 O O O  
8 8047 M KM 14 47 25,3 207 O O O 
Redek preparat. Umazan 
objektiv (neostro slikanje) 
9 8054 Ţ KM 10 17 42,6 218* O O O 
Dodan 1 razred (RC=266) 
Olje! Umazan objektiv? 
10 8056 Ţ PK 7 10 5,5 259 O O O Umazan objektiv? 
11 8074 Ţ KM 19 58 31,6 214 D O D  
12 8087 M PK 9 10 9,5 238 O O O  
13 8148 M KM 11 22 17,2 222 D O D Nitke. Umazan objektiv? 
14 8149 M KM 14 39 14,9 211 D O D Skupki. Umazan objektiv? 
15 8157 M KM 9 14 5,7 247 O O O  
16 8168 Ţ PK 8 11 8,2 247 O O O  
17 8172 Ţ PK 10 16 15,8 239 O D D  
18 8174 M PK 14 35 10,6 203 O O O Mehansko poškodovan  
19 8189 M PK 11 21 20 240 D O O Mehansko poškodovan 
20 8190 Ţ PK 8 10 2,4 240 O O O  
21 8216 Ţ PK 9 12 5,3 233 O O O  
22 8217 M PK 8 8 7 238 O O O  
23 8219 M PK 9 13 7,9 258 O O O  
24 8220 M PK 8 7 5,8 244 O O O  
25 8231 M KM 11 19 20 236 D O O  
26 8238 M PK 8 7 8 207 O O O  
27 8814 M KM 29 89 10,6 203 D O O Redek preparat. 
28 8819 M KM 20 55 10,9 204 D O O  
29 8849 M PK 13 32 11,3 227 D O O  
30 8882 Ţ PK 8 6 24,1 277 O O O  
31 8949 M PK 14 31 12,1 211 D O O  
32 8976 Ţ PK 24 68 29,8 210 D O O Veliko razpadlih celic! 
33 9012 M PK 8 8 10,3 245 O O O  
34 9029 M KM 13 29 13,1 209 D O O  
35 9076 M PK 10 14 16,5 218 D D O  
36 9092 M PK 8 9 13,7 270 D O O  
ID – identifikacijska oznaka vzorca/preparata; NC – nerazporejene celice; RC – razporejene celice; 
ocena preparata (O – odlično; D – dobro) 
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Kakovost preparatov smo ocenili na enak način kot pri prejšnji sondi. Glede na kakovost 
signalov in ozadja so bili preparati primerne kvalitete, medtem ko je bilo 16 preparatov 
glede na kakovost celic ocenjenih z dobro – največkrat je šlo za redkejši ali mehansko 
poškodovan preparat, ali pa so bile prisotne fibrinske nitke, ki so celice povezale v skupke. 
Kljub temu so bili taki preparati še vedno ustrezni za vrednotenje. Slabih preparatov tudi tu 
ni bilo. 
Povprečni čas analize enega preparata je skoraj 12 minut, od tega je bilo 21 preparatov 
končanih v maksimalno 10-ih minutah, 10 preparatov v 11–15-ih minutah, le 5 preparatov 
je potrebovalo več kot 15 minut. Preparata z dodanimi razredi razporeditve sta bila le dva 
in oba z okoli 43 % nerazporejenih celic, medtem ko je bil deleţ nerazporejenih celic pri 
preparatih z osnovnimi razredi razporeditve od 2,4 do 56,2 %, povprečno pa 16,3 %. Če bi 
tu izločili prve tri vzorce (ID 7847, 7862 in 7933), kjer ni bilo popolnega nanosa sonde 
(sonda ni pokrivala celotnega območja avtomatskega štetja, zato so bile prisotne celice 
brez signalov, s tem pa je deleţ nerazporejenih celic večji), je deleţ nerazporejenih celic od 
2,4 do 36,1 %, povprečno pa le 13,8 %. 
Program ima za štetje sonde ATM/GLI1 prednastavljenih 6 osnovnih razredov, kamor 
razporedi celice – normalno (2 zelena, 2 rdeča signala), delecija 11q (2 zelena, 1 rdeč), 
trisomija 12 (3 zeleni, 2 rdeča), delecija 11q in trisomija 12 skupaj (3 zeleni, 1 rdeč), 
nenormalno1 (1 zelen, 1 rdeč), ter nenormalno2 (1 zelen, 2 rdeča signala). Deleţ vsake 
posamezne preureditve smo izračunali iz več razredov, v katerih se le-ta pojavi. 




























































































































































































1 7847 91,8 84,5 84 1,5 8,2 3,7 0 9,2 0,5 207 19 26 188 
2 7862 1 10,8 2,4 5,8 4,5 2,8 0 11,7 3,3 222 10 31 212 
3 7933 1,8 8,5 2,7 2 1,7 0,9 0,5 12 2,3 234 13 28 221 
4 8037 2,5 8,8 1,5 0,3 7,4 1 0 17 5,4 217* 13 42 204 
5 8042 0 8 2,6 0,3 3 1,6 0 10,5 1,6 200 10 29 190 
6 8043 94,5 95,8 94,5 0 2,3 2,3 0 6,8 0,4 265 9 23 256 
7 8045 0,5 8 3,2 59,8 53 61,9 0 6,8 1,2 251 4 49 247 
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8 8047 32,8 43,5 34,8 0,8 1,4 1 0,5 19,3 1 207 3 47 204 
9 8054 1,5 45,9 5,5 0 2,3 2 0 18,8 4 218* 17 82 201 
10 8056 1,5 12,7 3,1 0,3 2,3 3,1 0,8 14,7 1,2 259 2 54 257 
11 8074 1,5 12,1 2,1 1 1,9 0,5 0 18,2 1,6 214 21 31 193 
12 8087 1,3 7,6 2,1 83 67,2 81,8 0 2,9 0,8 238 2 37 236 
13 8148 0,3 18,9 5 2 6,3 3,5 2,3 13,1 2 222 20 45 202 
14 8149 0,3 16,6 2,2 1,3 6,6 1,6 0 14,7 3,2 211 25 33 186 
15 8157 12,8 21,1 16,7 0 4 1,3 0 11,3 1,7 247 8 30 239 
16 8168 0,5 9,7 2,9 0,3 2,8 0,8 0 15,8 3,8 247 7 41 240 
17 8172 1,5 9,6 0 29,8 28 29,9 0 6,7 0,9 239 15 37 224 
18 8174 1 12,3 2,1 32,3 26,6 25,4 0 7,9 1,1 203 14 27 189 
19 8189 0,3 14,2 4,4 0 2,5 0,4 0 17,5 3,1 240 15 39 225 
20 8190 1 7,5 2,1 0 2,9 1,3 1,8 8,8 0,8 240 2 30 238 
21 8216 0 12 4 67,8 57,9 72,9 0 6 1,3 233 8 43 225 
22 8217 0,3 7,1 1,3 3,8 1,7 1,3 0 12,2 1,3 238 5 32 233 
23 8219 12,5 18,6 14,1 0,8 0,4 0,4 1,8 9,7 1,6 258 2 32 256 
24 8220 2,5 7,4 1,7 0 0,8 0,8 2 14,3 2,5 244 3 43 241 
25 8231 2 15,7 2,3 1 8,9 3,3 0 16,5 2,3 236 21 57 215 
26 8238 1,3 5,3 0 0,3 0,5 0 0 13,5 1,5 207 4 30 203 
27 8814 82,5 76,8 74,6 0 5,9 2,1 1,5 10,3 1 203 10 28 193 
28 8819 84,3 70,1 65 0,5 7,4 3,6 0,3 14,8 1,5 204 7 40 197 
29 8849 2 13,6 2,3 82,8 51,1 61,4 0 7 1,8 227 7 42 220 
30 8882 10,3 25,3 13,1 0 23,1 1,9 1,8 13,7 3,4 277 10 111 267 
31 8949 4,3 9 2,4 83 61,6 80,8 0 4,3 1 211 3 56 208 
32 8976 1,3 12,4 0 77,8 65,7 84,2 0 6,2 0 210 27 34 183 
33 9012 84,5 75,1 70,8 3,3 4,1 2,1 0 9,4 0,8 245 5 33 240 
34 9029 1,3 9,6 1,5 68,3 41,1 53,4 0 5,3 0,5 209 5 41 204 
35 9076 24 34,4 30,7 85,3 70,2 80 0 4,1 0,9 218 3 41 215 
36 9092 97 88,1 85,8 0 5,2 2,3 2 11,9 1,5 270 10 53 260 
ID – identifikacijska oznaka vzorca/preparata. Zeleno obarvane celice pomenijo negativne (normalne) 
vzorce, rdeče obarvane pa pozitiven rezultat za posamezno preureditev. Za izračun praţne vrednosti 
avtomatskega štetja so označene najvišje vrednosti negativnih vzorcev za posamezno preureditev. 
Analiza avtomatskega štetja pokaţe, da pri vsakem preparatu povprečno zavrnemo 10 celic 
(pri 5-ih preparatih celo preko 20 celic), v druge razrede pa tudi tu prerazporedimo okrog 
15–25 % celic, zelo redko več. Ker je tudi ta sonda kombinacija dveh sond v enem testu, 
smo rezultate vsake sonde preučili posebej. 
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4.2.2.1 Delecija 11q (sonda ATM) 
V analizo smo vključili 11 pozitivnih in 25 negativnih vzorcev. Predhodno določena 
praţna vrednost za del(11q) pri ročnem vrednotenju je 5,7 %. 
Za določitev praţne vrednosti del(11q) pri avtomatskem štetju smo vzeli vrednost vzorca 
8231. Čeprav imajo vzorci 8054, 8148 in 8149 višje vrednosti laţno pozitivnih celic, smo 
jih izločili iz analize zaradi neostrih signalov (opombe v preglednici 4). Vrednost vzorca 
8231 smo iz deleţa 15,7 % preračunali v število, torej 37 laţno pozitivnih celic. β-inverzija 
znaša 0,17441, kar pomeni, da je praţna vrednost za del(11q) 17,4 %, zato so avtomatske 
vrednosti manjše od 17,4 % zanesljivo negativne. V kolikor pa upoštevamo najvišje laţno 
pozitivne vrednosti vzorca 8054 lahko rečemo, da so avtomatske vrednosti večje od 36 % 
(β-inverzija vzorca 8054) zanesljivo pozitivne. V vmesnem območju je potreben bolj 
skrben pregled galerije in nato še preparata. 
S primerjavo vrednosti pozitivnih preparatov med vsemi načini štetja vidimo, da vrednosti 
odstopajo okoli 10 %. Odstopanje med ročnim in avtomatskim štetjem prikazuje Bland-
Altman graf na sliki 22. Wilcoxonov test predznačenih rangov je pokazal, da statistične 
razlike med ročnim in korigiranim avtomatskim štetjem ni (p > 0,05). Spearmanov 
koeficient korelacije med vsemi načini štetja je pokazal odlično stopnjo povezanosti 
podatkov: ročno – avtomatsko (r = 0,936), ročno – korigirano avtomatsko (r = 0,964), 
avtomatsko – korigirano avtomatsko (r = 0,973). 
 
Slika 22: Bland-Altman graf za pozitivne vzorce del(11q). 
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4.2.2.2 Trisomija 12 (sonda GLI1) 
V analizo smo vključili 11 pozitivnih in 25 negativnih vzorcev. Praţna vrednost trisomije 
12 pri ročnem vrednotenju je 6,3 %. 
Za določitev praţne vrednosti trisomije 12 pri avtomatskem štetju smo vzeli vrednost 
vzorca 8882. Njegov deleţ laţno pozitivnih celic je precej višji od drugih negativnih 
vzorcev, a nismo zaznali posebnih opomb. Deleţ 23,1 % predstavlja 64 laţno pozitivnih 
celic. β-inverzija tako znaša 0,22591, kar pomeni, da je praţna vrednost za trisomijo 12 
22,6 %, torej so avtomatske vrednosti večje od 22,6 % zanesljivo pozitivne. Ker pa ima 
pozitiven vzorec 7862 klon celic s trisomijo 12 manjši od praţne vrednosti, lahko 
sklepamo, da so avtomatske vrednosti trisomije 12 manjše od 6,2 % (β-inverzija 
pozitivnega vzorca 7862; pozitivne celice – 1) zanesljivo negativne. V vmesnem območju 
je zopet potreben bolj skrben pregled galerije in nato še preparata. 
S primerjavo med vsemi načini štetja, vrednosti pozitivnih vzorcev odstopajo okoli 15 %, 
odstopanje med ročnim in avtomatskim štetjem pa prikazuje Bland-Altman graf na sliki 
23. Wilcoxonov test je pokazal, da statistične razlike med ročnim in korigiranim 
avtomatskim štetjem ni (p > 0,05). Spearmanov koeficient korelacije je pokazal manjšo 
stopnjo povezanosti podatkov med ročnim in korigiranim avtomatskim štetjem (r = 0,705), 
zelo dobro med ročnim in avtomatskim (r = 0,821) ter odlično med avtomatskim in 
korigiranim avtomatskim štetjem (r = 0,915). 
 
Slika 23: Bland-Altman graf za pozitivne vzorce trisomije 12. 
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Ker ima program za štetje sonde ATM/GLI1 nastavljene tudi razrede za šteje del(12q) 
(nenormalno1 in nenormalno2), smo v preglednici 5 prikazali tudi te rezultate. Del(12q) 
nismo zaznali pri nobenem od naših preparatov, niti pri poskusnih preparatih. Ta dva 
osnovna razreda je zato smiselno odstraniti, se bo pa s tem povečalo število nerazporejenih 
celic za okrog 11 %. V kolikor se kdaj pojavi vzorec s prisotno del(12q) z vsaj 20 %, bo 
program sam dodal razred razporeditve. 
4.2.3 Sonda LSI MLL (Vysis) 
Z razcepno DNA-sondo LSI MLL določamo različne preureditve tarčnega gena KMT2A 
pri bolnikih z akutnimi levkemijami. Avtomatsko smo vrednotili 7 negativnih vzorcev. 
Podatki o vzorcih in o avtomatski analizi preparata s pomembnimi opombami so zbrani v 
preglednici 6, podrobne grafične rezultate avtomatskega štetja pa prikazuje slika 24. 




























1 8058 Ţ KM 
stop 
20 
38 92,1 41* neg dodana 2 razreda 
(RC = 499) 
2 8067 Ţ KM 
stop 
20 
36 89,9 105* 
neg 
(1F: 1,5 %) 
dodana 2 razreda 
(RC = 1005) 
3 8083 Ţ KM 
stop 
20 
36 71,1 59* 
neg 
(3F: 1,5 %) 
dodana 2 razreda 
(RC = 169) 
4 8096 Ţ KM 30 81 64,4 209* 
neg 
(1F: 0,3 %) 
dodana 2 razreda 
(RC = 492) 
5 8097 M KM 
stop 
30 
78 69,3 160* neg dodana 2 razreda 
(RC = 508) 
6 8992 M PK 11 18 21,6 225 neg  
7 9100 Ţ KM 11 14 33,6 204 neg  
ID – identifikacijska oznaka vzorca/preparata; NC – nerazporejene celice; RC – razporejene celice 
Slikanje večine preparatov je bilo ustavljeno po 20-ih ali 30-ih minutah, saj program ni 
ustrezno prepoznaval celic in zato so se kopičile nerazporejene celice (od 64,4 do 92,1 %), 
ob ustavitvi avtomatskega štetja pa sta bila dodana dva razreda razporeditve, in sicer prvi z 
dvema zelenima signaloma (2Z 0R) in drugi z enim zelenim signalom (1Z 0R). Edino 
zadnja dva vzorca, kjer sta bila pripravljena res odlična preparata (brez fibrinskih nitk in 
52 
 
skupkov celic, velike celice z jasno vidnim robom), je program sam zaključil v primernem 
času (11 minut), bilo je manj nerazporejenih celic (od 21,6 do 33,6 %), dodanih razredov 
razporeditve pa ni bilo. 
 
Slika 24: Grafični prikaz rezultatov avtomatskega štetja za sondo LSI MLL. 
Na sliki 24 vidimo, v katere razrede so se razporedile celice med avtomatskim štetjem in 
ker gre za negativne vzorce, opazimo, da ima program teţavo s prepoznavanjem rdečih 
signalov. Pri zadnjih dveh vzorcih (8992 in 9100) v 26,2 % oziroma 43,1 % ni prepoznal 
enega rdečega signala, zato se izgubi ena fuzija (rumeni stolpec), ostali stolpci pa so 
zanemarljivi. V primeru ostalih vzorcev pa vidimo, da so rumeni stolpci višji od normalnih 
modrih, medtem ko so stolpci dodanih razredov razporeditve res visoki – v prvem ni 
prepoznal nobenega rdečega signala (oranţni stolpec), pri drugem pa poleg rdečih ni 
prepoznal tudi enega zelenega signala (turkizni stolpec). Visoki so tudi rdeči stolpci, kjer 
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ni prepoznan noben signal, čeprav so bili pri pregledu galerije le-ti vidni. Ta osnovni 
razred razporeditve »brez signala« nima diagnostičnega pomena, zato ga je smiselno 
odstraniti, se bo pa s tem nekoliko povečalo število nerazporejenih celic. 
Slika 25 prikazuje normalne celice, kjer program ni prepoznal določenih signalov, zato jih 
je razporedil v različne razrede. 
 
Slika 25: Različna prepoznava celic pri sondi LSI MLL (filtri za posamezna barvila so označeni na 
slikah). 
Celice v zajemih različnih filtrov izgledajo podobno, saj so zeleni in rdeči signali lepo 
vidni, vendar je program vsako celico prepoznal drugače, kot normalno je prepoznal le 
celico vzorca 8992. Vzrok temu so verjetno natančne nastavitve programa, v katere pa 
nepooblaščeno ne smemo posegati – potrebno je zmanjšati intenziteto ali velikost signala 
(predvsem rdečih) za njegovo prepoznavo. 
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4.2.4 Sonda LSI IGH/CCND1 (Vysis) 
Z DNA-sondo LSI IGH/CCND1 določamo prisotnost translokacije t(11;14), da lahko 
diagnostično ločimo LPC od KLL. Avtomatsko smo vrednotili 5 negativnih vzorcev. 
Podatki o vzorcih in o avtomatski analizi preparata z opombami so zbrani v preglednici 7, 
neobdelane grafične rezultate avtomatskega štetja pa prikazuje slika 26. 




























1 8157 M KM 19 42 66,8 212* 
neg 
(ampIGH 1,5%) 
dodan 1 razred 
(RC=359) 
2 8171 M PK 18 53 65,5 205* neg 
dodan 1 razred 
(RC=345) 
3 8949 M PK 
stop 
30 
86 71 103* 
neg 
(ampIGH: 2 %) 
dodan 1 razred 
(RC=170). Ostril 
na velik skupek.  
4 9029 M KM 21 51 71,8 200* neg 
dodan 1 razred 
(RC=383) 
5 9076 M PK 19 48 65,3 208* neg 
dodan 1 razred 
(RC=400) 
ID – identifikacijska oznaka vzorca/preparata; NC – nerazporejene celice; RC – razporejene celice 
V preglednici 7 vidimo, da avtomatsko štetje traja okoli 20 minut, redko ga je potrebno 
ustaviti. Teţava je predvsem v visokem številu nerazporejenih celic (od 65,3 do 71,8 %) in 
vedno dodanem razredu razporeditve s fuzijo, ter enim zelenim in enim rdečim signalom 
(1F 1Z 1R). 
Na sliki 26 vidimo, da je deleţ normalnih celic (moder stolpec) pribliţno enak deleţu celic 
dodanega razreda (oranţen stolpec). Pri pregledu slednjih celic v galeriji smo ugotovili, da 
gre za popolnoma normalne celice. Visok je tudi deleţ celic s signali 1F 2Z 1R (rdeč 
stolpec), kjer smo po pregledu opazili, da je šlo za celice z dodatnim signalom za gen IGH 
(3Z 2R) ali pa za celice z razlitimi zeleni signali (program je razliti signal prepoznal kot 
ločena signala). Nezanemarljiv jo tudi deleţ celic z dodatnim signalom za gen IGH (roza 




Slika 26: Grafični prikaz rezultatov avtomatskega štetja za sondo LSI IGH/CCND1. 
Teţava sonde LSI IGH/CCND1 je, da je kromosomsko področje 14q32 (sonda LSI IGH), 
označeno z zelenim signalom tako, da ga prekrivata dva dela sonde, ki sta v sredini 
prekinjena (slika 9, levo). Če so kromosomi v celičnem jedru lepo kondenzirani in kratki, 
je zelen signal lepo viden in ni razlit, ko pa so kromosomi razviti in dolgi, je zelen signal 
razlit in viden kot dva signala povezana s tanko nitko. Razlit signal laţje opazimo z 
očesom in ročnim vrednotenjem, pri avtomatskemu štetju pa program povezave s tanko 
nitko ne zazna. 
Slika 27 prikazuje nekaj napačno prepoznanih celic. 
 vzorec 8157: normalna celica, kjer so signali zajeti v različnih filtrih lepo vidni, 
program pa celico razporedi v dodan razred s signali 1F 1Z 1R. Tako prepoznanih 
celic je bilo veliko, razlog pa je, da sta si bila zelen in rdeč signal precej blizu in tako 
je program zaznal fuzijo. Teţavo lahko rešimo s spremembo nastavitev (v katere ne 
smemo nepooblaščeno posegati), tako da zmanjšamo razdaljo med signali, ki pomeni 
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fuzijo – pri tej sondi se pri dejanski fuziji lepo prekrivata rdeč in zelen signal, zato 
mora biti ta razdalja nastavljena minimalno. 
 vzorec 8171: normalna celica z razlitimi zeleni signali, kjer je program enega od 
razlitih signalov prepoznal kot ločena signala, zato celico razporedi v razred z 
dodatnim signalom za gen IGH (3Z 2R). Teţavo rešimo z nastavitvijo minimalne 
oddaljenosti signalov iste barve, da program v primeru manjše bliţine dveh signalov to 
prepozna kot le en signal, če je ta nastavitev mogoča. 
 vzorec 8949: celica z dodatnim signalom za gen IGH, kjer je program zaradi bliţine 
zelenega in rdečega signala zaznal fuzijo, zato celico razporedi v razred 1F 2Z 1R 
(rdeč stolpec, slika 26). Rešitev teţave je enaka kot pri vzorcu 8157. 
 
Slika 27: Različna prepoznava celic pri sondi LSI IGH/CCND1 (filtri za posamezna barvila so 
označeni na slikah). 
4.2.5 Sonda LSI RUNX1/RUNX1T1 (Vysis) 
Z DNA-sondo LSI RUNX1/RUNX1T1 določamo prisotnost translokacije t(8;21) pri 
bolnikih z AML. Avtomatsko smo prav tako vrednotili 5 negativnih vzorcev. Podatki o 
vzorcih in avtomatski analizi preparata z opombami so zbrani v preglednici 8, grafične 
rezultate avtomatskega štetja pa prikazuje slika 28. 
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1 8052 M KM 
stop 
20 
33 73,5 47* 
neg 
(3G2R: 1,3 %) 
dodana 2 razreda 
(RC=139) 
2 8058 Ţ KM 14 22 49,8 210* neg 
dodana 2 razreda 
(RC=313) 
3 8077 Ţ KM 
stop 
20 
49 57,1 162* neg dodana 2 razreda 
(RC=259) 
4 8096 Ţ KM 
stop 
30 
81 82,6 85* neg dodana 2 razreda 
(RC=244) 
5 8097 M KM 
stop 
30 
82 84,1 116* neg 
dodana 2 razreda 
(RC=446) 
ID – identifikacijska oznaka vzorca/preparata; NC – nerazporejene celice; RC – razporejene celice 
V preglednici 8 vidimo, da je bilo slikanje večine vzorcev ustavljeno po 20-ih ali 30-ih 
minutah. Tudi tu je veliko nerazporejenih celic (od 49,8 do 84,1 %), vedno pa sta prisotna 
dva dodatna razreda razporeditve – prvi z dvema zelenima in enim rdečim signalom (2Z 
1R), drugi pa ima ali 2 zelena signala (2Z 0R) ali 1 zelen in 2 rdeča signala (1Z 2R). 
 
Slika 28: Grafični prikaz rezultatov avtomatskega štetja za sondo LSI RUNX1/RUNX1T1. 
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Na sliki 28 opazimo, da je pri tej sondi podobno kot pri sondi LSI MLL – program ima 
teţavo pri prepoznavanju rdečih signalov, v manjši meri pa tudi zelenih signalov. Ko 
gledamo le osnovne razrede razporeditve brez normalnega razreda, imajo le-ti zanemarljiv 
deleţ (izjema je rdeč stolpec vzorca 8096). Če torej program ne bi dodal razredov, bi bili 
vzorci z avtomatskim štetjem pravilno vrednoteni. Je pa smiselno odstraniti osnovni razred 
razporeditve »brez signala«, saj nima diagnostičnega pomena. 
Pri pregledu dodanih razredov v galeriji smo opazili tudi, da je pri nekaj celicah program 
napačno določil celični rob, zato je kakšen signal izpadel (slika 18, zgornji celici). To se 
dogaja, ko so celice puhaste, brez ostro vidnega robu (sonda se uporablja za akutne 
levkemije, kjer so celice večje), zato je na sliki DAPI izgledalo, kot da barvilo proti robu 
celice izgublja na intenziteti. Verjetno to teţavo lahko rešimo s krajšim časom izpostavitve 
pri slikanju DAPI, vendar v nastavitve nepooblaščeno ne smemo posegati. 
Slika 29 prikazuje nekaj napačno prepoznanih in razporejenih celic. Vzorec 8077 prikazuje 
napačno določen rob celice, zato je rdeč signal na robu celice izpadel. Zadnji sliki pa 
prikaţeta, kako program ni prepoznal nekaterih signalov, čeprav so lepo vidni na sliki 
posameznih filtrov – pri vzorcu 8052 ni prepoznal rdečih signalov, pri vzorcu 8058 pa 
enega zelenega signala. 
 
Slika 29: Različna prepoznava celic pri sondi LSI RUNX1/RUNX1T1 (filtri za posamezna barvila so 
označeni na slikah). 
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4.3 PRIMERJAVA HITROSTI ANALIZE MED ROČNIM IN 
AVTOMATSKIM VREDNOTENJEM 
Primerjavo hitrosti oziroma časa analize med ročnim vrednotenjem in avtomatskim štetjem 
preparatov smo ocenili pri treh sondah, ki se rutinsko uporabljajo najpogosteje, vključili pa 
smo tudi pozitivne vzorce. Beleţenje časa pri ročnem vrednotenju prikazuje preglednica 9, 
medtem ko je čas avtomatskega štetja posamezne sonde prikazan v preglednicah 2 (za 
DLEU1/TP53), 4 (za ATM/GLI1) in 7 (za LSI IGH/CCND1). 
Čas analize pri ročnem vrednotenju (preglednica 9) je predstavljal štetje dveh 
preiskovalcev in zajem slike z nekaj celicami, kjer je vidna odsotnost (negativen vzorec) 
oziroma prisotnost (pozitiven vzorec) kromosomske preureditve, izraţena z različnim 
številom in/ali vzorcem signalov. Čas smo zaokroţili na 10 sekund natančno, saj smo 
potrebovali le pribliţno oceno, kako dolgo vrednotenje preparata traja. Vsem sondam je 
skupno, da je čas vrednotenja pozitivnih vzorcev daljši od časa vrednotenja negativnih 
vzorcev. Pri sondi DLEU/TP53 za negativni vzorec vrednotenje traja 9-10 minut, za 
pozitivni pa minuto več. Pri sondi ATM/GLI1 za negativni vzorec porabimo okoli 8 minut, 
za pozitivni 10-11 minut. Največjo razliko smo zabeleţili pri sondi LSI IGH/CCND1, kjer 
je pomemben vzorec signalov, zato za negativen vzorec porabimo okoli 7 minut, za 
pozitivnega pa vsaj 5 minut več. 
Preglednica 9: Čas analize pri ročnem vrednotenju preparatov. 
SONDA NEGATIVNI VZORCI POZITIVNI VZORCI 
DLEU1/TP53 
7'10'' 10'30'' 9'30'' 




8'10'' 7'40'' 8'10'' 








Čas analize za avtomatsko štetje smo zaokroţili na minuto natančno, predstavljale pa so ga 
vse stopnje analize, opisane v poglavju 1.4.3. 
 Pri sondi DLEU/TP53 (preglednica 2) je čas štetja negativnega vzorca (9 preparatov) 
trajal povprečno 12 minut, pozitivnega pa 14 minut (23 preparatov). Če izvzamemo 4 
vzorce, ki jih je program analiziral več kot 20 minut, znaša povprečno štetje 
pozitivnega vzorca slabih 12 minut. 
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 Pri sondi ATM/GLI1 (preglednica 4) je štetje negativnega vzorca trajalo 10 minut (15 
preparatov), pozitivnega vzorca pa 13 minut (21 preparatov); če izvzamemo 4 vzorce, 
ki jih je sistem analiziral več kot 20 minut, traja štetje 10 minut in pol. Z avtomatskim 
štetjem se torej čas analize pozitivnih vzorcev praviloma ne podaljša. 
 Za sondo LSI IGH/CCND1 (preglednica 7) imamo podatek le za negativne vzorce, in 
sicer je čas analize okoli 20 minut, bi se pa ta čas zagotovo precej zmanjšal, v kolikor 
bi bila analiza te sonde optimirana. 
Če primerjamo hitrost oziroma čas analize med ročnim vrednotenjem in avtomatskim 
štetjem, ugotovimo, da je avtomatsko štetje pri negativnih vzorcih trajalo okoli 2 minuti 
več od ročnega vrednotenja, medtem ko pri pozitivnih vzorcih ni razlike. Je pa velika 
prednost avtomatskega štetja to, da ne potrebuje naše prisotnosti in program lahko analizo 
preparatov izvaja preko noči. Tudi v primeru, da traja 10 minut več kot ročno vrednotenje, 
se avtomatsko štetje vsekakor splača. 
4.4 PONOVLJIVOST AVTOMATSKEGA VREDNOTENJA 
Ponovljivost avtomatskega vrednotenja smo preverili s sondo ATM/GLI1, kjer so rezultati 
ročnega in avtomatskega vrednotenja lepo primerljivi. Sonda ima dobro vidne rdeče in 
zelene signale, najmanj nerazporejenih celic in najkrajši čas analize. Preverili smo jo s 5-
imi pozitivnimi vzorci, in sicer na dva načina. 
4.4.1 Ponovljivost celotne analize 
V kolikor je bil vzorec pozitiven in primerljiv z ročnim (ročno 1) in avtomatskim štetjem 
(avto 1) v prvi analizi, smo za drugo analizo pripravili nov preparat od nanosa celic na 
steklo do konca postopka FISH. Drugi preparat smo avtomatsko šteli (avto 2) še pred 
ročnim vrednotenjem. Iz preglednice 10 vidimo, da je čas analize, število slikanih področij 
in deleţ nerazporejenih celic med obema analizama primerljiv. Izjema je bil le čas in z 
njim povezano število slikanih področij vzorca 8043 pri drugi analizi (označeno z *), saj 
preparat pri nanosu DAPI ni bil dobro osušen in je zato program ostril na plavajoče delce, 
kasneje pa slikal redkejše dele preparata, zato se je čas analize bistveno podaljšal. 
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1 8043 9 18* 9 8 53* 14 4,7 6,9 7,8 265 203 271 
2 8045 8 9 9 8 10 13 13,4 7,1 4,6 251 235 227 
3 8087 9 8 8 10 10 9 9,5 8,8 4,2 238 218 254 
4 8157 9 11 9 14 20 12 5,7 9,2 9,9 247 246 228 
5 8172 10 15 10 16 38 17 15,8 21,6 22,5 239 218 210 
ID – identifikacijska oznaka vzorca/preparata; NC – nerazporejene celice; RC – razporejene celice 
Če primerjamo še rezultate ročnega in avtomatskega štetja med obema analizama 
(preglednica 11), opazimo največ odstopanj pri negativnih rezultatih, kjer je bil rezultat pri 
avtomatskem štetju vedno višji (višja praţna vrednost), pri pozitivnih rezultatih pa 
nekoliko med seboj odstopata ročni vrednotenji obeh analiz del(11q) pri vzorcu 8157 in 
deleţ pozitivnih celic za trisomijo 12 pri vzorcu 8087. Tukaj je pri ročnem vrednotenju 
obeh analiz rezultat okrog 15 % višji od rezultata avtomatskega štetja, medtem ko sta obe 
metodi štetja povsem ponovljivi. 









DELECIJA 11q (%) TRISOMIJA 12 (%) 





















1 8043 94,5 95,8 92,1 94,3 88,6 0 2,3 2 1,3 5,5 
2 8045 0,5 8 5,5 1 6,6 59,8 53 53,2 60 48,5 
3 8087 1,3 7,6 6,4 0,8 6,3 83 67,2 70,2 83,3 65,7 
4 8157 12,8 21,1 19,1 18,8 20,2 0 4 3,3 0,3 0,9 
5 8172 1,5 9,6 10,1 1 9 29,8 28 27,1 29 23,8 
ID – identifikacijska oznaka vzorca/preparata 
Večjih odstopanj med obema analizama avtomatskega štetja drugače ni, zato lahko 
zaključimo, da je ponovljivost celotne analize ustrezna. 
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4.4.2 Ponovljivost avtomatskega štetja 
Ponovljivost samega avtomatskega štetja smo izvedli tako, da smo preparat, ki smo ga 
pripravili za ponovljivost celotne analize, najprej avtomatsko šteli (avto 2), nato smo ga 
vrednotili ročno (ročno 2), nazadnje pa smo ga še enkrat avtomatsko šteli (avto 3). 
V preglednici 10 vidimo, da se čas druge analize ne podaljša; še več, večinoma še 
malenkost skrajša, deleţ nerazporejenih celic pa ostane pribliţno enak. Ob pregledu 
rezultatov v preglednici 11 opazimo, da se deleţ del11q ali trisomija 12 po izpostavitvi 
preparata fluorescenčni svetlobi v večini primerov za nekaj odstotkov zmanjša. To je 
pomembno, ker vsako štetje povzroči bledenje signalov, vendar ga lahko vseeno ponovimo 
in pričakujemo primerljive rezultate. 
4.5 ZAKLJUČEK 
Primerjava z navedbami v literaturi (27,28) pokaţe, da smo pri genskih sondah, katere smo 
uspešno validirali, dobili nekoliko slabše rezultate. Pri našem delu je program pravilno 
prepoznal 75–85 % celic, prerazporedili pa smo jih 15–25 %, medtem ko je v literaturi 
program pravilno prepoznal 89 oz. 90 % celic, prerazporediti pa jih je bilo potrebno v 
povprečju 11 %. Malenkost slabši je tudi povprečni deleţ nerazporejenih celic, in sicer v 
literaturi (27) je le-ta bil 11 %, pri našem delu pa je z upoštevanjem preparatov z le 
osnovnimi razredi razporeditve povprečni deleţ nerazporejenih celic 17,6 % (sonda 
DLEU1/TP53) in 16,3 % (sonda ATM/GLI1). 
Kar zadeva razcepnih in translokacijskih/fuzijskih sond, jih z literaturnimi navedbami 
(29,30) nismo mogli primerjati, saj jih nismo uspeli validirati. Za uspešno optimizacijo 
postopka teh sond moramo prvotno določiti razdaljo med signali za prisotnost fuzije, kar je 
razvidno iz literature, sicer pa to ni bila vsebina našega dela. 
Vsekakor pa lahko zaključimo enako kot je navedeno v literaturi (28): avtomatsko štetje po 
prerazporeditvi celic (torej korigirano avtomatsko štetje) je primerljivo z ročnim 





Pri sondah DLEU1/TP53 in ATM/GLI1, s katerimi ugotavljamo izgubo ali pomnoţitev 
signalov, smo ugotovili: 
 avtomatsko štetje smo uspešno validirali, vendar smo določili precej višje praţne 
vrednosti kot pri ročnem vrednotenju, 
 poleg praţnih vrednosti smo določili tudi vmesno območje, v katerem je potrebno 
narediti natančnejšo analizo rezultatov avtomatskega štetja, da lahko potrdimo ali 
ovrţemo prisotnost določene kromosomske spremembe, 
 program je pravilno prepoznal 75–85 % celic, ostalih 15–25 % smo prerazporedili, 
 pri pozitivnih vzorcih statistične razlike med ročnim in korigiranim avtomatskim 
štetjem ni (p > 0,05), podatki med vsemi načini štetja pa kaţejo zelo dobro (r > 0,750) 
do odlično (r > 0,900) stopnjo povezanosti, 
 optimizirati je potrebno osnovne razrede razporeditve – nekatere je potrebno dodati in 
nekatere odstraniti. 
Pri razcepnih in translokacijskih sondah, kjer se razcepi ali pa nastane zliti signal (LSI 
MLL, IGH/CCND1 in RUNX1/RUNX1T1), smo ugotovili: 
 validacija avtomatskega štetja ni moţna, teţavno je ţe prepoznavanje celic negativnih 
vzorcev – podamo moţne vzroke in odpravo le-teh s spremembo nastavitev programa, 
 odstranimo osnovni razred razporeditve »brez signala«, saj nima diagnostičnega 
pomena. 
Hitrost (čas) avtomatskega štetja je povsem ustrezna in primerljiva z ročnim vrednotenjem 
preparatov. Ponovljivost celotne analize kot tudi samega štetja je zelo dobra, zato lahko 
zatrdimo, da je avtomatsko vrednotenje ponovljivo. 
Na osnovi rezulatov bi bilo smiselno uvesti avtomatsko štetje za sonde, kjer se spremeni 
število signalov, medtem ko pri spremenjenih vzorcih signalov zaenkrat nastavitve 
programa niso ustrezne. 
Po zaključenem avtomatskem štetju je vedno potrebno preveriti programsko razporejanje 
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